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• je magistrsko delo izključno rezultat mojega lastnega raziskovalnega dela pod
mentorstvom doc. dr. Miha Pavšiča;
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Recenzenta: izr. prof. dr. Marko Dolinar in prof. dr. Brigita Lenarčič
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koristne nasvete in strokovni pregled magistrske naloge. Članu komisije izr. prof. dr. Marku
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Hvala Žanu za VSE.

Priprava in karakterizacija izooblike delta
protein kinaze C
Povzetek
Protein kinaze so med ključnimi proteini, ki sodelujejo pri prenosu signalov v sesalskih
celicah. Mednje uvrščamo več kot 500 različnih človeških protein kinaz. V našem
magistrskem delu smo se osredotočili na izoobliko delta iz družine protein kinaz
C (PKCδ), ki sodeluje pri regulaciji pomembnih celičnih procesov, kot so apoptoza,
diferenciacija in proliferacija. Gre za približno 78 kDa velik protein, ki ga sestavljata
N-končna regulatorna in C-končna katalitična regija, katere struktura v primeru PKCδ še
ni določena. Ugotovljeno je bilo, da citosolni del epitelijske celične adhezijske molekule
(EpCAM) interagira s katalitično regijo PKCδ in jo s tem inhibira. PKCδ smo želeli
pripraviti za podrobnejše raziskovanje interakcij s proteinom EpCAM.
Katalitično regijo PKCδ smo želeli izraziti v bakterijskih celicah, vendar pri tem nismo
bili uspešni – rekombinantnega proteina nismo uspeli pridobiti v zadostnih količinah
v topni obliki. Z uporabo bakulovirusnega sistema za izražanje proteinov v insektnih
celicah smo poskusili izraziti tako katalitično regijo kot celotno PKCδ. Uspešno smo
izrazili le celotno PKCδ, kar smo potrdili z analizo z masno spektrometrijo, vendar
se kjub poskusom čiščenja z nikljevo afiniteno kromatografijo ter ionskoizmenjevalno
kromatografijo nismo znebili nečistot v proteinskem vzorcu. Z metodami molekulskega
kloniranja smo pripravili še fuzijske vključke katalitične regije ter celotne PKCδ s
fluorescenčnim proteinom mCherry za nadaljnje raziskave lokalizacije PKCδ.
Pridobljeni rezultati služijo kot osnova za nadaljnje raziskave oziroma za optimizacijo
priprave PKCδ. Pripravljene fuzijske vključke pa lahko uporabimo za nadaljnje
raziskovanje delovanja proteina in znotrajceličnega signaliziranja in vivo ali in vitro.
Ključne besede: PKCδ, katalitična regija, izražanje, rekombinantni proteini

Preparation and characterization of protein kinase C
delta type
Abstract
Protein kinases are among the most important proteins in signal transduction in
mammalian cells. There are more than 500 different human protein kinases. In this work,
we focused on delta isotype of protein kinase C (PKCδ), which is involved in regulation
of many cell processes, such as apoptosis, differentiation and proliferation. It is a 78 kDa
protein, composed of N-terminal regulatory region and C-terminal catalytic region. The
structure of PKCδ catalytic region has not been determined yet. It has been shown that
the cytoplasmic tail of epithelial cell adhesion molecule (EpCAM) interacts with PKCδ
catalytic region and therefore inhibits it. We wanted to prepare PKCδ for the purpose of
further research on PKCδ-EpCAM interaction.
We have expressed PKCδ catalytic region in bacterial cells, yet we did not acquire
adequate amount of soluble recombinant protein. Using the baculovirus expression
system, the expression of PKCδ catalytic region and full length protein was carried out in
insect cells. We have successfully expressed full-length PKCδ, which we identified with
mass spectrometry. However, we could not remove impurities from the sample using
affinity chromatography and ion exchange chromatography. Using molecular cloning
techniques, we have also prepared constructs of catalytic region and full-length protein in
fusion with fluorescent protein mCherry for the purpose of further investigation of PKCδ.
Our results serve as a basis for further research or optimization of PKCδ preparation,
while fusion constructs can provide novel tools for research of mechanisms of PKCδ action
and intracellular signalling in vivo and in vitro.
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3.1.9 Določevanje nukleotidnega zaporedja . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
3.1.10 Priprava rekombinantnih bakulovirusov . . . . . . . . . . . . . . . 23
3.2 Priprava rekombinantnih proteinov . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28
3.2.1 Izražanje rekombinantnih proteinov . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28
3.2.2 Izolacija rekombinantnih proteinov . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
3.3 Biokemijska karakterizacija rekombinantnih proteinov . . . . . . . . . . . 32
3.3.1 Elektroforezne metode . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
3.3.2 Metode identifikacije rekombinantnih proteinov . . . . . . . . . . . 34
4 Rezultati 37
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Okrajšava/simbol Pomen
A260 absorbanca pri 260 nm
AGE agarozna gelska elektroforeza
ak-ostanek aminokislinski ostanek
aPKC atipična protein kinaza C
APS amonijev persulfat
ATP adenozintrifosfat
AU arbitrarna enota (enota absorbance)
bp bazni par
cAMP ciklični adenozinmonofosfat
CBB Coomassie Brilliant Blue
C-konec karboksilni konec







E. coli Escherichia coli
EDTA etilendiaminotetraetanojska kislina
EpCAM epitelijska celična adhezijska molekula
ER endoplazemski retikulum
GA Golgijev aparat
















nPKC nova protein kinaza C
OD600 optična gostota pri valovni dolžini 600 nm
oznaka His6 heksahistidinska oznaka
PA fosfatidna kislina
PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza
PB1 Phox/Bem1
PBS fosfatni pufer s soljo
PCR verižna reakcija s polimerazo




PKA od cAMP odvisna protein kinaza









vrt./min vrtljaji na minuto
w/v masno-volumski delež
X-gal 5-bromo-4-kloro-3-indolil-β-D-galaktopiranozid
YFP rumeni fluorescenčni protein

1 Uvod
Sposobnost celic, da lahko sprejemajo signale iz okolice in se nanje odzivajo, je ključna za
njihovo normalno delovanje in preživetje. Signali predstavljajo informacije, ki jih celice s
specifičnimi receptorji zaznajo in jih z določenim kemičnim procesom prevedejo v celični
odgovor [1]. Eni izmed ključnih proteinov, ki pri tem sodelujejo, so protein kinaze.
Protein kinaze so encimi, ki katalizirajo prenos končne fosforilne skupine (γ-PO2−3 )
z molekule ATP (redkeje GTP) na stransko verigo aminokislinskih ostankov, ki imajo
hidroksilno skupino, to so serin, treonin in tirozin [2]. Fosforilacija lahko sicer poteče tudi
na drugih nekanoničnih aminokislinskih ostankih (histidin, lizin, arginin, cistein), vendar
jo s standardnimi metodami za karakterizacijo fosfoproteinov težje zaznamo [3].
Fosforilacija proteinov je ena najpogostejših oblik reverzibilnih posttranslacijskih
modifikacij ter eden najpomembnejših regulatornih mehanizmov v živalskih celicah.
Protein kinaze imajo torej ključno vlogo pri znotrajceličnem komuniciranju in posledično
pri regulaciji mnogih celičnih procesov, kot so metabolizem, transkripcija, proliferacija,
diferenciacija in apoptoza [4]. O njihovi pomembnosti priča dejstvo, da evkariontske
protein kinaze predstavljajo eno izmed največjih družin evolucijsko sorodnih proteinov.
Analiza humanega genoma je pokazala, da približno 2 % vseh človeških genov kodira
najmanj 518 različnih protein kinaz [4], ki fosforilirajo približno 30 % vseh proteinov [5].
Ob upoštevanju spojitvenih variant, ki so jih našli z bioinformatsko analizo, se število
protein kinaz poveča na 900 [6].
Evkariontske protein kinaze lahko razvrstimo v različne skupine na več načinov.
Najbolj poznana načina razvrščanja sta glede na substrat oziroma aminokislinski ostanek,
ki ga protein kinaze fosforilirajo, ter glede na aminokislinsko zaporedje katalitične
regije posamezne protein kinaze. Glede na specifičnost substrata ločimo tirozin kinaze,
serin/treonin kinaze, histidin kinaze in cistein kinaze [7]. Glede na katalitično regijo pa
razvrstimo protein kinaze v 9 glavnih družin [4]:
• tirozin kinaze,
• kinaze, podobne tirozin kinazam,
• kinaze STE,
• kazein kinaze 1,
• kinaze AGC,
• od kalcija/kalmodulina odvisne kinaze,
• kinaze CMGC,
• receptorske gvanilat ciklaze,
• netipične protein kinaze.
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1.1 Protein kinaze C
Protein kinaze C (PKC) uvrščamo v družino serin/treonin kinaz oziroma v družino kinaz
AGC. PKC vključujejo 10 različnih izooblik, ki skupno obsegajo približno 2 % celotnega
kinoma (tj. nabora vseh protein kinaz, kodiranih v genomu) v sesalskih celicah [8, 9]. Vse
izooblike PKC imajo enako osnovno zgradbo: N-končna regulatorna regija je preko zgibne
regije povezana s C-končno katalitično regijo [10, 11]. Shema zgradbe izooblik je prikazana
na sliki 1.1.
Slika 1.1: Shema zgradbe izooblik PKC. Na levi strani slike so podrobneje prikazane regulatorne
regije skupaj z molekulami, s katerimi interagirajo. Krogi s črko P predstavljajo mesta fosforilacij.
Slika je prirejena po [12].
Glede na strukturo in zaporedje domen regulatorne regije ter posledično potrebo
po različnih kofaktorjih/sekundarnih obveščevalcih za aktivacijo encima razvrščamo
izooblike PKC v tri skupine: klasične PKC, nove PKC in netipične PKC [13].
Klasične ali konvencionalne PKC (angl. classical/conventional; cPKC) vključujejo
izooblike α, βI, βII in γ. Za njihovo aktivacijo je potrebna vezava molekul
diacilglicerola (DAG) in fosfatidilserina (PS) na dve s cisteini bogati domeni, podobni
cinkovim prstom, C1a in C1b [14, 15]. Regulatorna regija cPKC vsebuje tudi domeno C2, ki
je odgovorna za vezavo anionskih fosfolipidov (npr. fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat (PIP2))
v odvisnosti od kalcijevih ionov.
Domeni C1 in C2, sicer v obratnem vrstnem redu, sta značilni tudi za nove PKC
(angl. novel; nPKC), ki vključujejo izooblike δ, ε, η in θ. Njihova aktivnost je prav tako
odvisna od vezave DAG, ne pa tudi od kalcijevih ionov, saj domena C2 ne vsebuje
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ostankov, potrebnih za koordinacijo kalcijevih ionov [16]. Domeni C1 pri izooblikah cPKC
in nPKC imata visoko afiniteto tudi do forbol estrov (PE), ki so naravni mimetiki DAG in
tumorski promotorji [17].
Netipične PKC (angl. atypical; aPKC) (izooblike ζ in ι (λ pri miših)) sestojijo iz
netipične domene C1, domene C2 pa nimajo, zato za njihovo aktivacijo ni potrebna vezava
DAG ali kalcijevih ionov [16, 18, 19]. Na domeno C1 se sicer lahko vežejo molekule
fosfatidne kisline (PA), fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfata (PIP3) ali ceramida in jih s tem
aktivirajo [20]. aPKC imajo za razliko od ostalih izooblik domeno Phox/Bem1 (PB1), ki je
na N-koncu in omogoča aktivacijo teh izooblik preko interakcije z domenami PB1 drugih
proteinov [21].
Regulatorna regija vseh PKC vključuje še psevdosubstratno regijo, ki se veže v mesto
za vezavo proteinskega substrata na katalitični regiji in tako inhibira kinazno aktivnost
[16].
Regulatorna regija je preko zgibne regije V3 povezana s serin/treonin kinazno
regijo, ki je skupna vsem izooblikam PKC [22]. Za prototip strukture kinazne regije se
najpogosteje uporablja dobro raziskana in določena struktura kinazne podenote od cAMP
odvisne protein kinaze (PKA) [23]. Sestavljena je iz dveh med vsemi protein kinazami
visoko ohranjenih domen; C3 (N-reženj) in C4 (C-reženj), ki tvorita vezavni mesti za
ATP in substrat. Manjši, N-končni reženj (N-reženj) tvori 5 antiparalelno usmerjenih
beta trakov in ena alfa vijačnica (αC), večji, C-končni reženj (C-reženj) pa je sestavljen
iz šestih alfa vijačnic. Režnja povezuje zgibna regija, med režnjema pa je špranja, ki tvori
aktivno mesto, kjer pride do prenosa fosforilne skupine [24]. Na C-režnju je vezavno
mesto za (psevdo-)substrat, pomemben del tega režnja pa je tudi aktivacijska zanka, ki
prav tako sodeluje pri regulaciji aktivacije kinaze ter pri vezavi substrata [25]. Pri vezavi
molekule ATP z dvema magnezijevima ionoma v notranjost špranje sicer sodelujeta oba
režnja, za stabilizacijo in usmeritev molekule ATP tako, da je gama-fosforilna skupina
orientirana navzven, pa je odgovorna z glicini bogata zanka GxGxxG (x predstavlja
katerokoli aminokislino) na N-režnju [26]. Za katalitično regijo vseh kinaz AGC je posebej
značilen še C-končni AGC-rep, ki sestoji iz motiva zavoja, hidrofobnega motiva in motiva
PxxP, ki imajo pomembno regulatorno vlogo [27].
1.1.1 Regulacija PKC
Delovanje PKC je uravnano preko 4 dobro usklajenih glavnih mehanizmov regulacije,
ki so prikazani na sliki 1.2. PKC je najprej podvžena procesom fosforilacije, da dozori
oziroma postane katalitično kompetentna. Nato vezava sekundarnih obveščevalcev
(DAG in kalcijevi ioni) povzroči konformacijsko spremembo encima – sprostitev
psevdosubstratne regije iz aktivnega mesta. Tako je kinaza aktivna in se nanjo lahko vežejo
proteinski substrati, ki jih fosforilira in tako nadaljuje signalizacijsko kaskado. Sledita
defosforilacija, ki protein deaktivira, in razgradnja [28, 29].
Zorenje PKC
Na novo sintetizirane PKC so v odprti konformaciji, kjer so domene C1a, C1b in C2 ter
psevdosubstratna regija izpostavljene, zato je PKC zelo občutljiva na razgradnjo. Kinaze
so šibko vezane na membrano preko interakcij domen C1 in C2 z anionskimi fosfolipidi
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in so neaktivne [30]. Da dozorijo oziroma postanejo katalitično kompetentne, morajo biti
fosforilirane na treh (cPKC in nPKC) oziroma dveh (aPKC) aminokislinskih ostankih v
katalitični regiji (na slikah 1.1, 1.2 in 1.3 so mesta fosforilacij označena s krogi s črko P [31].
PKC so namreč v primeru, da pride do motnje na katerkoli stopnji v procesu fosforilacije,
podvržene razgradnji [32, 33].
cPKC in nPKC so konstitutivno fosforilirane na treh mestih: na aktivacijski zanki, na
motivu zavoja ter na hidrofobnem motivu. aPKC so prav tako konstitutivno fosforilirane
na aktivacijski zanki ter motivu zavoja, ne pa na hidrofobnem motivu, saj tukaj
fosfomimetična glutaminska kislina zaseda mesto akceptorja fosforilne skupine [31, 33].
Prvi korak pri zorenju cPKC in nPKC je vezava šaperonov HSP90 in Cdc37 na motiv
PxxP na C-repu, ki omogoča, da nadaljnja fosforilacija lahko poteče [34]. Nato sledi
fosforilacija treoninskega ostanka v aktivacijski zanki, ki ga katalizira od fosfoinozitida
odvisna kinaza 1 (PDK1) [35]. Ta fosforilacija nato inducira dva tesno povezana in urejena
procesa fosforilacije na C-koncu katalitične regije, ki sta nujno potrebna za stabilizacijo
encima v katalitično kompetentni konformaciji [33]. Ta dva procesa fosforilacij sta
najverjetneje odvisna od intrinzične katalitične aktivnosti PKC (PKCδ, η, θ), ki omogoči
avtofosforilacijo [36], oziroma od kinaznega kompleksa mTORC2 (cPKC in PKCε), ki
direktno fosforilira ostanka na C-koncu [37]. Facchinetti in sodelavci [38] ter Ikenoue in
sodelavci [37] so pokazali, da v celicah, ki nimajo kompleksa mTORC2, PKCδ, PKCη
in PKCθ dozorijo v popolno fosforilirane in stabilne encime, PKCε in cPKC pa ne.
Zaradi odsotnosti kompleksa mTORC2 v tem primeru namreč ne pride do fosforilacije na
ključnih mestih, kar vodi v razgradnjo PKCε in cPKC.
Mehanizem fosforilacije atipičnih izooblik PKC se razlikuje od mehanizma fosforilacije
cPKC in nPKC. Najprej pride do fosforilacije motiva zavoja, ki se zgodi že tekom
translacije s kompleksom mTORC2, ki je povezan z ribosomom. Nato sledi konstitutivna
fosforilacija aktivacijske zanke s PDK1 [38, 39].
Ko je encim fosforiliran na vseh treh oziroma dveh mestih, pride do njegove
konformacijske spremembe v stabilno zaprto in avtoinhibirano konformacijo, saj
psevdosubstratna regija zasede vezavno mesto za substrat. Encim v taki konformaciji je
sicer še vedno neaktiven, a je sedaj katalitično kompetenten in lokaliziran v citosolu [33].
Aktivacija PKC
Zunajcelični agonisti oziroma ligandi, kot so rastni faktorji, hormoni, citokini ali
antigeni, fiziološko posredno aktivirajo PKC [41]. Vežejo se na z G-proteini sklopljene
receptorje (GPCR), kar povzroči disociacijo podenote alfa Gqα, ki nato aktivira
fosfolipazo C (PLC). Aktivna PLC katalizira hidrolizo membranskega fosfolipida
fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfata (PIP2) na diacilglicerol (DAG), ki ostane zasidran v
membrano, in inozitol-1,4,5-trisfosfat (IP3). Slednji je topen v vodi in difundira iz
membrane do endoplazemskega retikuluma (ER), kjer se veže na specifične kalcijeve
kanale in sproži njihovo odprtje. Kalcijevi ioni se nato zaradi razlike v koncentraciji
sprostijo iz ER v citosol. Povišana koncentracija kalcijevih ionov lahko aktivira fosfolipaze
na distalnih membranah, kot je membrana Golgijevega aparata (GA), in tako povzroči
povišano koncentracijo DAG na membrani GA [1].
cPKC se odzovejo na oba sekundarna obveščevalca, kalcijeve ione in DAG, ki
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Slika 1.2: Shema regulacije cPKC. (1) Vezava liganda (označen z L v zelenem krogu) na
receptor (GPCR) povzroči disociacijo Gqα. Ta nato aktivira PLC, ki katalizira hidrolizo PIP2
na DAG (2) in IP3, ki se veže na kalcijeve kanale in sproži njihovo odprtje (3). (4) Sprostitev
kalcijevih ionov iz ER. (5) Fosforilacija PKC povzroči konformacijsko spremembo v stabilno zaprto
konformacijo in premestitev encima v citosol. (6) Vezava kalcijevih ionov na domeno C2 povzroči
konformacijsko spremembo cPKC in sproži njeno premestitev na membrano. (7) Vezava DAG na
domeno C1b povzroči sprostitev psevdosubstratne regije iz aktivnega mesta. Encim je aktiven. (8)
Defosforilacija s fosfatazami. (9) Razgradnja defosforiliranih PKC. Slika je prirejena po [1] in [40].
neposredno oziroma posredno nastaneta pri hidrolizi PIP2. Njihova aktivacija poteka
v dveh stopnjah. Najprej vezava kalcijevih ionov na domeno C2 povzroči premestitev
PKC na plazemsko membrano ter omogoči interakcijo z anionskimi fosfolipidi, kot je
na primer fosfatidilserin [42]. S tem pride do spremembe konformacije – izpodrinjenja
domene C2 iz kinazne regije in izpostavitve vezavnega mesta za PIP2 [33]. cPKC so
tako preko nizkoafinitetnih interakcij lokalizirane na plazemski membrani [43]. Nato
encim difundira po dvodimenzionalnem lipidnem dvosloju, da najde DAG, na katerega
se veže z domeno C1b. Vezava povzroči drugo konformacijsko spremembo – sprostitev
avtoinhibitorne psevdosubstratne regije iz aktivnega mesta. Encim je tako v odprti in
aktivni konformaciji in lahko fosforilira proteinske substrate, ki so v bližini, in s tem
nadaljuje navzdolnje signaliziranje [44].
Aktivacija nPKC poteka podobno kot pri cPKC, le da imajo nPKC drugačno domeno
C2 in torej nimajo vezavnega mesta za kalcijeve ione, zato tudi ne interagirajo s PIP2.
nPKC postanejo aktivne po vezavi molekule DAG, ki lahko nastane tudi po hidrolizi
drugih lipidov, ne le PIP2, in tako lokalizacija nPKC ni omejena samo na plazemsko
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membrano. Prav tako se DAG veže na domeno C1b nPKC s 100-krat višjo afiniteto kot
pri cPKC, zato so ob stimulaciji z agonisti nPKC lokalizirane primarno na membrani GA,
ki je bogata z molekulami DAG [45, 46].
aPKC niso regulirane niti s kalcijevimi ioni niti z DAG. Pri njih gre za aktivacijo preko
vezave njihove domene PB1 z domenami PB1 ogrodnih proteinov, kot sta p62 in Par6.
Vezava na ogrodne proteine jim omogoči, da pridejo v bližino substratov, ter povzroči
sprostitev psevdosubstratne regije [33, 47].
Deaktivacija, defosforilacija in razgradnja PKC
Kinazna aktivnost je v zdravih celicah natančno regulirana z ligandi, sekundarnimi
obveščevalci in kofaktorji. Za vzdrževanje celične homeostaze pa je zelo pomembna tudi
deaktivacija kinaz.
Prvi signal za deaktivacijo PKC je aktivna odstranitev DAG in kalcijevih ionov. Za
zmanjševanje količine dostopnega DAG sta odgovorna encima diacilglicerol kinaza, ki
pretvori DAG v fosfatidno kislino, ter diacilglicerol aciltransferaza 1, ki DAG pretvori v
triglicerid [48]. Z odstranitvijo sekundarnih obveščevalcev se PKC odcepijo od membrane
in se ponovno zvijejo v avtoinhibirano zaprto, a kompetentno obliko. V takšni obliki
ostanejo nekaj časa, ponovno povišanje koncentracije sekundarnih obveščevalcev pa
lahko spet privede do aktivacije [27]. PKC v zaprti obliki, v kateri so večino časa, so
stabilne in odporne na defosforilacijo in posledično razgradnjo, PKC v odprti obliki,
vezani na membrano, pa so zelo občutljive na defosforilacijo s fosfatazami [49]. To so
opazili pri celicah, ki so jim stalno dodajali močne aktivatorje cPKC in nPKC, kot so
forbol estri in briostatini. Ti so povzročili podaljšano aktivacijo PKC in posledično njihovo
defosforilacijo in razgradnjo ter končno zmanjšanje količine PKC [50]. Prvi korak pri
razgradnji cPKC in nPKC je defosforilacija hidrofobnega motiva s fosfatazo PHLPP, ki
destabilizira kinazno regijo in spodbudi nadlajnjo defosforilacijo [51]. To katalizira protein
fosfataza 2A, ki defosforilira motiv zavoja in aktivacijsko zanko [33].
Sledi razgradnja defosforiliranih PKC, ki lahko poteka po od proteasoma odvisni ali
neodvisni poti. Pri poti, ki je od proteasoma odvisna, pride najprej do ubikvitinacije PKC
z ubikvitin ligazami. Ena izmed poznanih je ligaza RINCK, pri čemer ubikvitinacija sicer
ni odvisna od fosforiliranosti PKC [52]. Nato encimski kompleks proteasom prepozna
ubikvitirane PKC in jih razgradi [53]. Pri poti, ki je od proteasoma neodvisna, pa pride
do razmeščanja PKC preko kaveol v endosome v objedrnem prostoru, kjer pride do
defosforilacije in razgradnje [54].
1.1.2 PKCδ
Izoobliko delta (PKCδ) so odkrili leta 1986 v povrhnjici kože miši in je prva
iz tkiva izolirana nPKC [55]. Človeška PKCδ je približno 78 kDa velik protein,
sestavljen iz 676 aminokislinskih ostankov. Gen prkcd, ki kodira PKCδ, je lokaliziran na
kromosomu 3 [56]. Natančna struktura te kinaze še ni v celoti znana, določeni pa sta
strukturi domen C2 in C1a (shema zaporedja domen je prikazana na sliki 1.1) [57, 58].
PKCδ sodeluje pri regulaciji mnogih pomembnih procesov v celici, še posebej pri apoptozi,
proliferaciji, vnetju in diferenciaciji [59–62].
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Slika 1.3: Aktivacija PKCδ. (1) Fosforilacija s PDK1 in avtofosforilacija povzročita spremembo
konformacije v zaprto obliko. (2) Aktivacija z vezavo na DAG na GA. (3) Prisotnost dražljajev, ki
sprožijo apoptozo (prikazani z rdečo puščico), sproži proteolitično cepitev PKCδ. Katalitična regija
se lahko prenese v mitohondrij, kjer sproži pozitivno povratno zanko. (4) Na odcepljeni katalitični
regiji se lahko izpostavi jedrni lokalizacijski signal, kar omogoči prehod PKCδ v jedro. Z zelenimi
krogi je ponazorjena fosforilacija drugih ostankov. Slika je prirejena po [40].
Aktivacija PKCδ in njena vloga pri apoptozi
Aktivacija PKCδ ne poteče samo z vezavo DAG oziroma PE, ampak tudi preko
mehanizmov, ki so od lipidov neodvisni, torej s procesi fosforilacije na tirozinskih ostankih
ter proteolitično cepitvijo (shema je prikazana na sliki 1.3) [63]. PKCδ imajo namreč poleg
konstitutivno fosforiliranih mest, ki so med PKC dobro ohranjena (pri PKCδ so to Thr507
na aktivacijski zanki, katerega fosforilacija sicer ni pogoj za encimsko aktivnost [64],
Ser645 na motivu zavoja in Ser664 na hidrofobnem motivu), še fosforilacijska mesta, ki
se med PKC razlikujejo. Gre večinoma za tirozinske ostanke, ki jih fosforilirajo različne
tirozin kinaze. Fosforilacija teh specifičnih tirozinskih ostankov lahko v odvisnosti od
vrste dražljaja ter tipa celice povzroči spremembe v lokalizaciji in aktivnosti PKCδ ter
spremembe v afiniteti PKCδ do substratov [65, 66]. PKCδ je v prisotnosti dražljajev, ki
spožijo apoptozo (UV-sevanje [67], etopozid [68], cisplatin [69], H2O2 [70]), podvržena
tudi proteolitični cepitvi. Kaspaza-3 cepi kinazo na zgibni regiji, ki povezuje regulatorno
in katalitično regijo, kar povzroči sprostitev 40 kDa velike sedaj konstitutivno aktivne
katalitične regije, saj po cepitvi ni več inhibirana s psevdosubstratno regijo. Odcepljena
katalitična regija se lahko nato prenese v mitohondrij, kjer pospeši sproščanje citokroma
c, ki nato še dodatno aktivira kaspazo-3 in tvori pozitivno povratno zanko. Na katalitični
regiji se lahko izpostavi tudi jedrni lokalizacijski signal, kar omogoči njen transport v
jedro, kjer nato fosforilira substrate in s tem regulira jedrne procese med apoptozo [71–74].
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2 Namen dela in hipoteze
Cilj raziskovalnega dela v okviru magistrskege naloge je bil pripraviti PKCδ – tako
celoten protein kot samo katalitično regijo. PKCδ smo želeli izraziti v bakterijskih
oziroma insektnih celicah, jo izolirati z nikljevo afinitetno kromatografijo ter očistiti
z ionskoizmenjevalno kromatografijo in s kromatografijo z ločevanjem po velikosti.
V primeru uspešne priprave PKCδ smo želeli določiti tudi njeno aktivnost ter
podrobneje okarakterizirati interakcijo med katalitično regijo PKCδ in citosolnim delom
transmembranskega proteina Trop2 ter ugotoviti razlike/vzporednice s citosolnim delom
epitelijske celične adhezijske molekule (EpCAM). Maghzal in sodelavci [75, 76] so namreč
pokazali, da je del aminokislinskega zaporedja citosolnega dela proteina EpCAM podoben
zaporedju psevdosubstratne regije PKCδ in zato pride do neposredne interakcije med
EpCAM in PKCδ in vivo in posledično do inhibicije PKCδ.
Tekom magistrskega dela smo preverjali hipotezo, da so bakterijske celice ustrezen
sistem za pripravo aktivne katalitične regije PKCδ. Xu in sodelavci [77] so namreč uspešno
izrazili katalitično regijo sicer druge izooblike PKC v bakterijskih celicah. Preverjali smo
tudi hipotezo, da so insektne celice ustrezen sistem tako za pripravo aktivne celotne PKCδ
kot tudi za pripravo aktivne katalitične regije.
V primeru uspešne priprave rekombinantnih proteinov bi preverili še hipotezo, da Trop2
interagira s PKCδd in jo s citosolnim delom tudi inhibira.
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3 Materiali in metode
Naše delo v okviru magistrske naloge je bilo v osnovi razdeljeno na tri sklope: molekulsko
kloniranje (razdelek 3.1), priprava rekombinantnih proteinov (razdelek 3.2) ter njihova
biokemijska karakterizacija (razdelek 3.3).
Pri delu smo uporabljali vse spojine proizvajalca Sigma Aldrich, razen če je pri
posameznih spojinah navedno drugače.
3.1 Molekulsko kloniranje
Z različnimi tehnikami molekulskega kloniranja smo želeli pripraviti naslednje vključke:
• vključke 48–55, vstavljene v vektor pFastBac1, za pripravo rekombinantnih
bakulovirusov in nadaljnje izražanje proteinov v insektnih celicah;
• vključek celotne PKCδ, vstavljen v vektor pFastBac1;
• fuzijske vključke katalitične regije PKCδ (48–51) in celotne PKCδ z zapisom za
fluorescenčni protein mCherry na N-koncu, vstavljene v vektor pFastBac1.
Pri delu smo izhajali iz že vnaprej pripravljenih različnih zapisov za katalitične regije
PKCδ, vstavljenih v plazmidna ekspresijska vektorja pET-22b(+) (zapisi 52–55) oziroma
pET3d (zapisi 48–51) (doc. dr. Miha Pavšič, Katedra za biokemijo, UL FKKT). Shema vseh
izhodiščnih zapisov je prikazana na sliki 3.1. Te pripravljene plazmide z vstavljenimi
zapisi smo uporabili tudi za izražanje različic katalitičnih regij v bakterijskih celicah.
Izhodiščni zapisi kodirajo naslednje različice katalitične regije:
• zapisa 48 in 52 kodirata del PKCδ od aminokislinskega ostanka (ak-ostanka) T333
do ak-ostanka D676. Gre za celotno katalitično regijo;
• vzapisa 49 in 53 kodirata del PKCδ od ak-ostanka I346 do ak-ostanka D676. Gre za
katalitično regijo brez N-končnega dela;
• zapisa 50 in 54 kodirata del PKCδ od ak-ostanka T333 do ak-ostanka E617. Gre za
katalitično regijo brez C-končnega dela;
• zapisa 51 in 55 kodirata del PKCδ od ak-ostanka I346 do ak-ostanka E617. Gre za
osrednji del katalitične regije brez N-in C-končnega dela.
Zapisi 48–51 imajo na 5’-koncu dodano zaporedje, ki vključuje zapis za linker GSS, zapis
za cepitveno mesto za proteazo TEV za linker GSS in zapis za heksahistidinsko oznako
(oznako His6). Zapisi 52–55 v dodanem zaporedju ne vsebujejo zapisa za cepitveno mesto
za proteazo TEV.
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Za pripravo celotne PKCδ smo izhajali iz klona cDNA za človeško PKCδ
(identifikacijska oznaka: 5539909, Thermo Scientific), pripravljenega iz celic melanoma
kože, v vektorju pCMV-SPORT6 (Ampr). Izhajali smo tudi iz sintetičnega gena
za PKCδ z optimiziranim zaporedjem za izražanje v insektnih celicah v vektorju
pUC57 (Ampr) (GenScript). Optimizacijo smo izvedli s programom GeneOptimizer
(Thermo Fisher Scientific).
Za pripravo fuzijskega proteina s fluorescenčnim proteinom mCherry smo uporabili
zapis za EpCAM-mCherry-TY (Tomaž Žagar, Katedra za biokemijo, UL FKKT).
Slika 3.1: Shema izhodiščnih zapisov. Vsi zapisi imajo na skrajnem N-koncu še startkodon in na
skrajnem C-koncu stopkodon, ki na shemi nista prikazana.
Izhodiščne zapise smo z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) pomnožili, z uporabo
ustreznih začetnih oligonukleotidov uvedli dodatna zaporedja na 5’- in 3’-koncih
(homologni zaporedji za metodo SLiCE, start- in stopkodona, zaporedje GSS, zaporedji,
ki kodirata oznako His6 in cepitveno mesto za TEV, zaporedja za pripravo fuzijskih
proteinov z mCherry) ter (v primeru fuzijskih proteinov) združili dva fragmenta DNA.
Reakcijske mešanice smo analizirali z metodo agarozne gelske elektroforeze (AGE),
izrezali del gela s fragmentom DNA ustrezne velikosti ter slednjega izolirali. Z metodo
SLiCE smo očiščene fragmente DNA vstavili v vektor pFastBac1 in z reakcijsko mešanico
transformirali kompetentne celice Escherichia coli DH5α. Z metodo PCR na osnovi kolonije
smo potrdili prisotnost vektorja z želenim vključkom v bakterijskih celicah. Bakterijske
celice z domnevno ustreznimi vektorji smo namnožili, fagmide izolirali in preverili
pravilnost nukleotidnega zaporedja vključkov. S fagmidi pFastBac1 s pravilnimi zaporedji
smo transformirali celice E. coli DH10MultiBac, kjer je prišlo do transpozicije med
pFastBac1 in bakmidom. Ponovno smo s PCR na osnovi kolonije potrdili tiste kolonije, kjer
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je transpozicija uspešno potekla. Ustrezne bakmide smo izolirali ter z njimi tranficirali
insektne celice Sf9, da so pričele proizvajati rekombinantne bakuloviruse. Suspenzijo
rekombinantnih bakulovirusov smo uporabili za okužbo insektnih celic, da so pričele
izražati želeni rekombinantni protein.
3.1.1 Verižna reakcija s polimerazo
Za izvedbo PCR smo uporabljali:
• polimerazo Phusion (2 U/µl) (Thermo Fisher Scientific),
• 5-kratni pufer Phusion HF (Thermo Fisher Scientific),
• 5-kratni pufer Phusion GC (Thermo Fisher Scientific),
• 2,5 mM mešanico dNTP-jev (Thermo Fisher Scientific),
• DMSO,
• začetne oligonukleotide (Sigma-Aldrich),
• ustrezne matrice.
Verižna reakcija s polimerazo je metoda, s katero lahko in vitro pomnožimo znane
odseke DNA. PCR temelji na sposobnosti termostabilne DNA-polimeraze, da sintetizira
novo verigo DNA, komplementarno matrični verigi. Ker pa lahko polimeraza dodaja
nukleotide samo na predhodno obstoječo 3’-hidroksilno skupino, moramo v reakcijo
poleg gradnikov (dideoksinukleotidi), matrične DNA ter ustreznega pufra dodati še
začetne oligonukleotide, na katere lahko polimeraza dodaja nukleotide. Ta zahteva nam
tako omogoči, da z dvema različnosmernima začetnima oligonukleotidoma omejimo
odsek, ki ga želimo pomnožiti. Tri ključne ponavljajoče se stopnje PCR so denaturacija
matrične DNA, prileganje začetnih oligonukleotidov in njihovo podaljševanje z
DNA-polimerazo [1].
Pri delu smo PCR uporabili v dva namena: za pripravo ustreznih vključkov DNA ter
za potrditev prisotnosti vektorja z želenim vključkom v bakterijskih celicah.
Za pripravo vključkov smo uporabljali polimerazo Phusion, saj zaradi 3’→5’
eksonukleazne aktivnosti dela kar 50-krat manj napak kot polimeraza Taq, ki te aktivnosti
nima [78].
Sestava reakcijskih mešanic za izvedbo PCR za pripravo vključkov je navedena v
preglednici 3.1. Temperaturni program je predstavljen v preglednici 3.2. Shemi priprave
vključkov s PCR sta prikazani na slikah 3.2 in 3.3.
V preglednici 3.3 so navedeni začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili pri delu.
Založne raztopine začetnih oligonukleotidov s koncentracijo 100 µM smo pripravili tako,
da smo liofilizirane vzorce z vibracijskim mešalnikom dobro raztopili v avtoklavirani
deionizirani vodi. Za nadaljnje delo smo uporabljali alikvotirane vzorce z 10-krat nižjo
koncentracijo. Tako pripravljene vzorce smo hranili pri –20 ◦C.
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Preglednica 3.1: Sestava reakcijskih mešanic za izvedbo PCR za pripravo vključkov.
Komponenta Količina [µl] za 20 µl
dH2O do 20 µl
5-kratni pufer Phusion HF (1) 4
dNTP (2,5 mM) 1,6
smerni začetni oligonukleotid (10 µM) 1,3
protismerni začetni oligonukleotid (10 µM) 1,3
DMSO (2) 0,6
matrična DNA x (3)
polimeraza Phusion (2 U/µl) 0,2
1 Za poskus priprave vključka celotne PKCδ smo uporabili 5-kratni pufer Phusion GC.
2 DMSO smo uporabili samo pri poskusu priprave vključka celotne PKCδ.
3 x predstavlja volumen dodane matrice oziroma vsoto volumnov dodanih matric – v
reakcijsko mešanico smo dodali po 1 µl raztopine posamezne matrične DNA.
Preglednica 3.2: Temperaturni program za izvedbo PCR s polimerazo Phusion.
Proces Temperatura [◦C] Čas Število ciklov
začetna denaturacija 98 30 s 1
denaturacija 98 10 s
prileganje Ta (1) 30 s 30
podaljševanje 72 30 s/kbp (2)
končno podaljševanje 72 10 min 1
1 Temperaturo prileganja smo določili s spletnim orodjem proizvajalca [79].
2 Čas podaljševanja je odvisen od dolžine vključka, ki ga želimo pomnožiti.
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Slika 3.2: Shema priprave vključkov za vstavitev v pFastBac1 in pripravo bakulovirusov za
izražanje proteinov v insektnih celicah.
16
Priprava in karakterizacija izooblike delta protein kinaze C Materiali in metode
Slika 3.3: Shema priprave fuzijskih vključkov PKCδ z mCherry.
PCR na osnovi kolonije
Za izvedbo PCR na osnovi kolonije smo uporabljali:
• GoTaq Green Master Mix (Promega), ki že vsebuje polimerazo Taq, dNTP-je, MgCl2
in reakcijski pufer v optimalnih koncentracijah. Prav tako vsebuje barvilo, ki
omogoča spremljanje potovanja DNA po agaroznem gelu;
• začetne oligonukleotide;
• bakterijske kolonije, ki služijo kot matrica.
PCR na osnovi kolonije se uporablja za potrditev vstavitve vključka v plazmid. V
reakcijsko mešanico namreč namesto matrične DNA s konico zobotrebca prenesemo
kolonijo z agarne plošče. Tekom začetne inkubacije pri visoki temeraturi se plazmidna
DNA sprosti iz liziranih bakterijskih celic in tako služi kot matrica pri pomnoževanju [80].
Ker v tem primeru pravilnost zaporedja pomnoženega fragmenta ni pomembna, smo
uporabljali polimerazo Taq.
Preglednica 3.4 vsebuje podatke o sestavi reakcijske mešanice, v preglednici 3.5 pa je
prikazan osnovni temperaturni program.
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GoTaq Green Mastermix (2-kratni) 6
smerni začetni oligonukleotid (10 µM) 1
protismerni začetni oligonukleotid (10 µM) 1
matrična DNA (del bakterijske kolonije)
Preglednica 3.5: Temperaturni program za izvedbo PCR na osnovi kolonije s polimerazo Taq.
Proces Temperatura [◦C] Čas Število ciklov
začetna denaturacija 95 2 min 1
denaturacija 95 1 min
prileganje Ta (1) 1 min 30
podaljševanje 72 1 min/kbp (2)
končno podaljševanje 72 5 min 1
1 Temperaturo prileganja smo določili s spletnim orodjem proizvajalca [81].
2 Čas podaljševanja je odvisen od dolžine vključka, ki ga želimo pomnožiti.
Vse reakcijske mešanice po končanih PCR-jih smo analizirali z agarozno gelsko
elektroforezo. Po potrebi smo izrezali dele gelov s fragmenti DNA pri ustreznih velikostih
ter DNA izolirali.
3.1.2 Agarozna gelska elektoforeza
Za izvedbo agarozne gelske elektroforeze smo uporabljali:
• agarozo,
• pufer TAE (40 mM Tris, pH = 8,0, 20 mM ocetna kislina (Gram-mol), 1 mM EDTA),
• etidijev bromid,
• 6-kratni nanašalni pufer za AGE (0,25-odstotno bromfenolmodro, 0,25-odstotni
ksilencianol (Merck), 15-odstotni fikol tip 4000, 120 mM EDTA).
Uporabljali smo naslednja standarda velikosti:
• GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) (slika 3.4) in
• GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific) (slika 3.4).
Agarozna gelska elektroforeza (AGE) je standardna laboratorijska tehnika za ločevanje
DNA po velikosti in tudi obliki. Ker je DNA negativno nabita, v električnem polju potuje
proti pozitivni anodi. Hitrost potovanja je odvisna tako od dolžine DNA – krajši odseki
DNA potujejo v gelu hitreje kot daljši – kot tudi od konformacije DNA, koncentracije
in tipa agaroze, jakosti električnega polja, sestave pufra za elektroforezo in prisotnosti
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Slika 3.4: Velikostni lestvici GeneRuler 100 bp DNA Ladder (levo) in 1kb DNA Ladder (desno).
Vir: Thermo Scientific [82, 83].
etidijevega bromida [84]. AGE smo uporabljali za analizo zmesi ter za nadaljnjo izolacijo
DNA iz gela.
Odseke DNA smo zaznali z interkalatojem etidijevim bromidom, ki ob izpostavitvi
UV-svetlobi fluorescira. Približne velikosti odsekov DNA smo določili s primerjanjem z
ustrezno velikostno lestvico.
Agarozni gel smo pripravili tako, da smo zatehtali ustrezno količino agaroze glede na
želeno zamreženost gela, dolili ustrezno količino pufra TAE in suspenzijo popolnoma
raztopili s segrevanjem v mikrovalovni pečici. Ko se je raztopina nekoliko ohladila,
smo dodali etidijev bromid do končne koncentracije 0,5 µg/ml. Raztopino smo nalili v
model z vstavljenim glavničkom in pustili tako dolgo, da je gel polimeriziral. Reakcijskim
mešanicam po končanem PCR smo pred nanosom na gel dodali 6-kratni nanašalni pufer
za AGE. V primeru rekacijskih mešanic po končanem PCR na osnovi kolonije to ni
potrebno, saj je barvilo že v reakcijski mešanici. Elektroforeza je potekala v pufru TAE pri
konstantni napetosti 105 V.
3.1.3 Izolacija DNA iz agaroznega gela
DNA smo izolirali iz agaroznega gela s kompletom reagentov E.Z.N.A. Gel Extraction
Kit (Omega Bio-tek). Izolacija temelji na vezavi DNA na nosilec v koloni, s katerega jo po
spiranju enostavno eluiramo z vodo.
Po končani AGE smo iz gela izrezali košček z ustreznim fragmentom DNA in ga
prenesli v svežo mikrocentrifugirko. Dodali smo 400 µl vezavnega pufra in inkubirali
pri 50 ◦C tako dolgo, da se je ves gel raztopil. Nato smo nastalo raztopino prenesli v
priloženo kolono in centrifugirali eno minuto pri 10 000 × g, odstranili filtrat, dodali
še 300 µl vezavnega pufra in ponovno centrifugirali eno minuto pri 14 100 × g. Filtrat
smo zavrgli in kolono sprali s 700 µl pufra za spiranje in enominutnim centrifugiranjem
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pri 14 100 × g. Postopek spiranja smo ponovili dvakrat. Prazno kolono smo ponovno
centrifugirali 2 minuti pri 14 100 × g, da smo se znebili ostankov etanola. Vezano DNA
smo eluirali z dodatkom 30 µl deionizirane vode, 2-minutno inkubacijo in 1-minutnim
centrifugiranjem pri 14 100 × g. Izmerili smo absorbance eluatov in jih do nadaljnje
uporabe shranili pri –20 ◦C.
3.1.4 Metoda SLiCE
SLiCE (angl. seamless ligation cloning extract) je enostavna in učinkovita novejša metoda
sestavljanja DNA, pri kateri pride do vstavljanja želenih vključkov DNA v vektor s
homologno rekombinacijo in vitro v enem koraku [85]. Pri tej tehniki torej nismo odvisni
od restrikcijskih mest in ligacije, potrebujemo le:
• lineariziran vektor (v našem primeru pFastBac1, rezan z NotI);
• vključek DNA z vsaj 15 bp dolgima regijama na 5’- in 3’-koncih, ki sta homologni
5’- in 3’-koncem lineariziranega vektorja (med njima nato poteče rekombinacija);
• bakterijski celični ekstrakt PPY, ki katalizira rekombinacijo [85] (dr. Aljaž Gaber,
Katedra za biokemijo, UL FKKT)
• 10-kratni pufer SLiCE (500 mM Tris-HCl, pH = 7,5, 100 mM MgCl2 (Merck),
10 mM ATP, 10 mM DTT (Thermo Fisher Scientific)).
Sestava reakcijske mešanice pri metodi SLiCE je navedena v preglednici 3.6.
Reakcijsko mešanico smo inkubirali 30 min pri 37 ◦C, nato pa z njo transformirali
kompetentne celice E. coli DH5α (razdelek 3.1.5).
Preglednica 3.6: Sestava reakcijske mešanice za izvedbo SLiCE.
Komponenta Količina [µl]
lineariziran vektor (5 ng/µl) 2
vključek DNA molarno razmerje vključek : vektor = 5 : 1
10-kratni pufer SLiCE 1
celični ekstrakt PPY 1
dH2O do 10 µl
3.1.5 Transformacija bakterijskih celic s plazmidno oziroma fagmidno DNA
Transformacija je proces, pri katerem bakterijske celice privzamejo tuj genetski material
iz okolja [1].
Pri transformaciji smo uporabljali kompetentne celice, pripravljene po metodi
s kalcijevim kloridom (povzeto po [86]) ali po metodi Inoue (prirejeno po [87]).
Transformacijo smo izvajali po splošno znanem postopku s toplotnim šokom: k 100 µl
skoraj odtaljenih kompetentnih celic smo dodali 1 µl izoliranega plazmida/fagmida
(približno 100 ng) oziroma 10 µl reakcijske mešanice SLiCE, rahlo premešali in inkubirali
pol ure na ledu. Nato smo izvedli toplotni šok – 45 s smo mešanico inkubirali v vodni
kopeli s temperaturo 42 ◦C. Sledila je 2-minutna inkubacija na ledu, nato pa smo k
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celicam sterilno dodali 900 µl gojišča LB (lizogeno gojišče; angl. lysogeny broth) (sestava
je navedena v preglednici 3.7) in vzorec stresali pri 140 vrt./min 1 uro pri 37 ◦C. Vzorec
smo nato centrifugirali 1 minuto pri 8000 × g in odstranili približno 850 µl supernatanta.
Preostanek smo resuspendirali in ga razmazali na ploščo s trdnim gojiščem (sestava v
preglednici 3.7) z ustreznim antibiotikom. Ploščo smo inkubirali preko noči pri 37 ◦C in
nato preverili uspešnost transformacije.
S plazmidno/fagmidno DNA smo transformirali različne seve bakterije E. coli:
• sev DH5α (F− endA1 glnV44 thi-1 recAl relAI gyrA96 deoR nupG Φ80dlacZ∆M15
∆(lacZYA-argF)U169 hsdR17(rk−, mk+) λ−) za pomnoževanje plazmidov/fagmidov
in pripravo trajnih kultur,
• seva BL21[DE3] (F− ompT gal dcm lon hsdSB(rB− mB−) λ(DE3 [lacI lacUV5-T7 gene 1
ind1 sam7 nin5])) in BL21[DE3]pLysS (F− ompT gal dcm lon hsdSB(rB− mB−) λ(DE3
[lacI lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) pLysS Cmr) za nadaljnje izražanje proteinov,
• sev DH10MultiBac (F− mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80lacZ∆M15 ∆lacX74 recA1
endA1 araD139 ∆(ara, leu)7697 galU galK λ− rpsL nupG pMON7142 bMON14272
∆V-CATH ∆chiA) za pripravo rekombinantnih bakmidov.
Bakterijske celice smo gojili v tekočih in na trdnih gojiščih LB, ki so bila predhodno
avtoklavirana. Za potrebe selekcije smo vanje sterilno dodali različne antibiotike oziroma
druge snovi (preglednica 3.7).
Preglednica 3.7: Sestava različnih gojišč.
Gojišče Sestava
tekoče gojišče LB
10 g kazeinskega hidrolizata,
10 g NaCl (Gram-mol),
5 g kvasnega ekstrakta (Biolife),
1 L dH2O
trdno gojišče LB
10 g kazeinskega hidrolizata,
10 g NaCl,
5 g kvasnega ekstrakta,
1 L dH2O,
20 g agarja
LBA LB + ampicilin (100 µg/ml) (Fisher Scientific)
LBAC LBA + kloramfenikol (50 µg/ml)
LBGTK IPTG X-gal
LB + gentamicin (6 µg/ml) (Merck),
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3.1.6 Priprava prekonočnih bakterijskih kultur
Prekonočne kulture smo pripravljali z namenom namnožitve bakterijskih celic z
ustreznim vektorjem za nadaljnjo izolacijo plazmidne/fagmidne DNA ali za pripravo
inokuluma za nadaljnje izražanje rekombinantnih proteinov. Prekonočno kulturo smo
pripravili tako, da smo kolonijo, ki je vsebovala želen vektor, s sterilnim zobotrebcem
prenesli v 10 ml gojišča LB z ustreznim antibiotikom in stresali preko noči na 37 ◦C
pri 140 vrt./min.
3.1.7 Priprava trajnih bakterijskih kultur
Trajne kulture smo pripravljali za hranjenje vektorja, ki vsebuje želen vključek, služile
pa so nam tudi kot vir že transformiranih celic. Pripravili smo jih tako, da smo v
sterilni mikrocentrifugirki zmešali 700 µl prekonočne kulture s 300 µl 80-odstotnega (v/v)
glicerola (Fisher Scientific). Trajne kulture smo shranili pri –80 ◦C.
3.1.8 Izolacija plazmidne oziroma fagmidne DNA iz bakterijskih celic
Plazmidno oziroma fagmidno DNA smo izolirali iz prekonočnih bakterijskih kultur s
kompletom reagentov GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific). Najprej
smo 10 ml prekonočne kulture centrifugirali 2 min pri 6800 × g pri sobni temperaturi
in odstranili supernatant. Nato smo posedle celice resuspendirali v 250 µl raztopine za
resuspenzijo ter jih lizirali z dodatkom 250 µl alkalne raztopine za lizo celic, da se je
plazmidna oziroma fagmidna DNA sprostila. Lizat smo nevtralizirali z dodatkom 350 µl
nevtralizacijske raztopine, da smo ustvarili ustrezne pogoje za vezavo plazmidne oziroma
fagmidne DNA na silikatno membrano v koloni. S centrifugiranjem 5 min pri 14 100 × g
smo posedli ostanek celic in kromosomsko DNA. Supernatant, ki je vseboval plazmidno
oziroma fagmidno DNA, smo prenesli v kolono, centrifugirali 1 min pri 14 100 × g ter
odstranili filtrat. Da smo odstranili nečistote, smo adsorbirano DNA dvakrat sprali s 500 µl
raztopine za spiranje in centrifugiranjem 1 min pri 14 100 × g. Nato smo kolono še enkrat
centrifugirali 1 min pri 14 100 × g, da smo odstranili sledi etanola. DNA smo iz kolone
eluirali z dodatkom 50 µl deionizirane vode, 2-minutno inkubacijo in centrifugiranjem
2 minuti pri 14 100 × g. Eluatom smo pomerili absorbance in jih shranili pri -20 ◦C.
3.1.9 Določevanje nukleotidnega zaporedja
Točnost nukleotidnega zaporedja so preverili v podjetju Eurofins Genomics, kamor smo
poslali ustrezno pripravljene vzorce (preglednica 3.8).
Preglednica 3.8: Sestava vzorcev za sekvenciranje.
Komponenta Količina
fagmidna DNA z vstavljenim vključkom, ki ga želimo sekvencirati 500 ng
začetni oligonukleotid (10 µM) 2,5 µl
dH2O do 10 µl
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3.1.10 Priprava rekombinantnih bakulovirusov
Če želimo izražati proteine v insektnih celicah, moramo najprej pripraviti rekombinantne
bakuloviruse. Pri našem delu smo za njihovo pripravo uporabili sistem Bac-to-Bac
Baculovirus Expression System (Thermo Fisher Scientific). Sistem temelji na
mestno-specifični transpoziciji med vektorjem pFastBac1 ter ustrezno spremenjenim
starševskim bakmidom. S tako nastalim ekspresijskim bakmidom nato transficiramo
insektne celice Sf9 (celice vešče Spodoptera frugiperda), ki posledično proizvajajo
rekombinantne bakuloviruse.
pFastBac1 (4775 bp) (slika 3.5) je prva glavna komponenta sistema Bac-to-Bac, kamor
s tehnikami rekombinantne DNA (v našem primeru z metodo SLiCE – razdelek 3.1.4)
vstavimo želeno zaporedje. Vstavljeni gen je pod kontrolo polihedrinskega promotorja,
ki omogoča učinkovito izražanje rekombinantnega proteina na visoki ravni. Vektor
vsebuje tudi poliadenilacijski signal SV40, ki omogoči uspešno terminacijo transkripcije
in poliadenilacijo mRNA. Zapisa za odpornost proti antibiotikoma ampicilinu in
gentamicinu omogočata selekcijo bakterij s fagmidom oziroma z bakmidom z vstavljenim
želenim vključkom DNA. Ekspresijsko kaseto obdajata regiji Tn7 (miniTn7), kjer pride do
transpozicije med vektorjem in starševskim bakmidom.
Druga glavna komponeta pri postopku priprave rekombinantnih bakulovirusov je
starševski bakmid EMBacY (pribl. 130 kbp). Gre za prilagojeno DNA bakulovirusa
AcMNPV (multipli jedrni virus polihedroze Autographa californica). Prilagojena pa je tako,
da sta gena v-cath in chiA, ki kodirata cisteinsko proteazo in hitinazo, prekinjena, dodatno
pa je vstavljen odsek DNA, ki kodira peptid LacZα. Prav tako ima ta odsek vstavljeno
kaseto (mini-att-Tn7) s tarčnimi mesti za vstavitev transpozona z insertom (miniTn7) iz
vektorja pFastBac1. Ta kaseta ne podre bralnega okvirja pri translaciji gena lacZα. Bakmid
EMBacY vsebuje tudi zapis za odpornost proti antibiotiku kanamicinu in zapis za rumeni
fluorescenčni protein (YFP). Ta omogoča spremljanje uspešnosti transfekcije insektnih
celic. Celice, pri katerih je transfekcija uspešno potekla, zaradi zapisa za YFP na bakmidu
ob vzbujanju s svetlobo z valovno dolžino 514 nm svetijo zeleno .
Celice Sf9 smo gojili v tekočem gojišču Insect-XPRESS Medium (Lonza, Švica) brez
dodanih antibiotikov v temi pri temperaturi 27 ◦C. Gojili smo jih bodisi v pritrjeni obliki
(plošče z vdolbinami) bodisi v obliki suspenzijskih kultur (v steklenih erlenmajericah brez
utorov, stresanje s hitrostjo 150 vrt./min).
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Slika 3.5: Vektorska karta fagmida pFastBac1 (zgoraj) in zaporedje poliklonirnega mesta (spodaj).
SV40 pA – poliadenilacijski signal SV40, miniTn7L in miniTn7R – mesti, kjer pride do transpozicije,
f1 ori – mesto začetka podvojevanja za sintezo enoverižne DNA, ampicilin in gentamicin – zapisa
za odpornost proti navedenima antibiotikoma, pUC ori – mesto začetka podvojevanja,
PPH – polihedrinski promotor, MCS – poliklonsko mesto. Pri zaporedju poliklonskega mesta so s
puščico označena mesta, kamor se prilegajo navedeni začetni oligonukleotidi. Z rožnatim okvirjem
je poudarjeno restrikcijsko mesto za NotI. Slika je prirejena po [88].
Transpozicija bakmidov
Transpozicija poteče po transformaciji celic E. coli DH10MultiBac z vektorjem pFastBac1,
ki ima preverjeno vstavljen želen vključek. Sev DH10MultiBac vsebuje bakmid EMBacY, v
katerega se med procesom transpozicije prestavi celotna transpozonska kaseta iz vektorja
pFastBac1, tako da novonastali bakmid vsebuje želeni insert pod kontrolo polihedrinskega
promotorja. Celice DH10MultiBac pa vsebujejo tudi pomožni plazmid, na katerem sta
zapisa za encim transpozazo ter za odpornost proti tetraciklinu. Pomožni plazmid
tako omogoči proces transpozicije in trans. Shema poteka priprave rekombinantnih
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bakulovirusov je prikazana na sliki 3.6.
Transformacijo kompetentnih celic DH10MultiBac z vektorji pFastBac1 z vstavljenimi
vključki smo izvajali po standardnem postopku s toplotnim šokom (razdelek 3.1.5) s
to razliko, da smo stopnjo inkubacije transformacijske zmesi z gojiščem brez dodanih
antibiotikov podaljšali z 1 ure na preko noči. Nato smo na plošče z gojiščem LBGTK
X-gal IPTG (sestava je navedena v preglednici 3.7) razmazali 100 µl neredčene oziroma
100 µl 10-krat redčene transformacijske mešanice in inkubirali plošče pri 37 ◦C 48 ur.
Slika 3.6: Priprava rekombinantnih bakulovirusov. Gmr, Ampr, Kanr, Tetr – zapisi za odpornosti
proti gentamicinu, ampicilinu, kanamicinu in tetraciklinu, miniTn7R in miniTn7L – mesti, kjer
pride do transpozicije, mini-att-Tn7 – mesto vstavitve transpozona miniTn7, YFP – zapis za rumeni
fluorescenčni protein, lacZα – gen, ki zapisuje za peptid beta-galaktozidazo. Slika je prirejena po
[1] in [88].
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Identifikacija rekombinantnih bakmidov
Pri uspešni transpoziciji pride do vstavitve vključka znotraj regije, ki kodira peptid LacZ
ali encim beta-galaktozidazo, kar prekine njegovo izražanje. Torej so kolonije, ki vsebujejo
bakmid z želenim vključkom, bele, saj bakterije ne izražajo encima beta-galaktozidaze,
ki bi hidrolizirala kromogeni substrat X-gal. V nasprotnem primeru, ko transpozicija ni
uspešno potekla, so kolonije modre barve.
Kljub vidnemu prepoznavanju kolonij, pri katerih je transpozicija uspešno potekla,
smo uspešnost dokončno potrdili še s PCR na osnovi kolonije. Uporabili smo univerzalna
začetna oligonukleotida M13F (smerni) in M13R (protismerni), ki se prilegata na
mesti blizu regije, kjer pride do transpozicije (slika 3.7). Sestava reakcijske mešanice
in temperaturni potek sta prikazana v preglednicah 3.4 in 3.5. Pričakovane velikosti
produktov po končanem PCR so v primeru uspešne transformacije za 2300 bp večje od
dejanske velikosti izbranih insertov.
Slika 3.7: Shema prileganja začetnih oligonukleotidov M13F in M13R, ki se uporabljata za
potrditev vstavitve vključka v bakmid. Slika je prirejena po [88].
Izolacija bakmidov
Za izolacijo bakmidne DNA iz celic DH10MultiBac, ki so vsebovale bakmid z ustreznim
vključkom, smo uporabili raztopine iz kompleta GeneJET Plasmid Miniprep Kit. Kolona
za vezavo DNA iz kompleta za izolacijo bakmidne DNA ni primerna, ker se bakmidi iz
nje slabo eluirajo. Zato smo bakmide izolirali z metodo obarjanja z izopropanolom.
Najprej smo 3 ml prekonočne kulture centrifugirali 2 minuti pri 6800 × g, supernatant
dobro odstranili in posedle celice resuspendirali v 300 µl raztopine za resuspenzijo.
Dodali smo 300 µl raztopine za lizo, nežno premešali in inkubirali pri sobni temperaturi
5 minut. Nato smo dodali 300 µl raztopine za nevtralizacijo, da so se oborili proteini
in genomska DNA. Inkubirali smo na ledu 10 minut in zatem vzorec centrifugirali
10 min pri 14 100 × g. Supernatant smo prenesli v mikrocentrifugirko, v katero smo
predhodno dodali 800 µl absolutnega izopropanola (Honeywell), nežno premešali in
ponovno inkubirali na ledu 10 minut. Pri tem se je oborila bakmidna DNA. Vzorec smo za
tem centrifugirali 15 minut pri 14 100 × g pri sobni temperaturi. Pazljivo smo odstranili
supernatant in usedlino sprali s 500 µl 70-odstotnega etanola z nežnim obračanjem
centrifugirke ter nato centrifugirali 5 min pri 14 100 × g. Supernatant smo pazljivo
odstranili s pipeto. Postopek spiranja smo ponovili dvakrat. Nato smo še enkrat kratko
centrifugirali in odstranili preostali etanol. V sterilni komori smo oborjeno bakmidno
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DNA 10 min sušili na zraku in nato dodali 30 µl sterilne deionizirane vode, da se je
bakmidna DNA raztopila. Izmerili smo absorbance pri 260 nm (A260) in vzorec shranili
pri 4 ◦C.
Transfekcija insektnih celic
Po transfekciji celic Sf9 z bakmidno DNA pride do sinteze proteinov virusne ovojnice in
sestavljanja teh ter ostalih virusnih komponent v popolne rekombinantne bakuloviruse.
V posamezno vdolbino plošče s 6 vdolbinami smo odpipetirali 2 ml suspenzije celic
Sf9 z gostoto 0,8 × 106 celic/ml in inkubirali pri 27 ◦C približno 1 uro, da so se celice
dobro pritrdile na podlago. Med inkubacijo smo pripravili mešanici A (k 100 µl gojišča
dodamo 10 µl bakmidne DNA) in B (k 100 µl gojišča dodamo 8 µl transfekcijskega
reagenta TurboFect (Thermo Fisher Scientific)) ter ju zmešali skupaj in inkubirali 20 min
pri sobni temperaturi. Nato smo mešanici dodali 800 µl gojišča. Iz vdolbine smo odstranili
gojišče ter po kapljicah dodali transfekcijsko mešanico. Ploščo smo inkubirali 4 ure pri
27 ◦C, nato odstranili transfekcijsko mešanico in dodali 2 ml svežega gojišča. Po treh dneh
inkubacije pri 27 ◦C smo s fluorescenčnim mikroskopom preverili uspešnost transfekcije.
Celice, pri katerih je bila transfekcija uspešna, svetijo zeleno pri vzbujanju s svetlobo z
valovno dolžino 514 nm, saj ima bakmid vstavljen zapis za YFP. Supernatante (suspenzije
bakulovirusov, ki so se sprostili v gojišče iz liziranih celic) uspešno transficiranih celic
smo do nadaljnje uporabe shranili v temi pri 4 ◦C.
Pomnoževanje bakulovirusov
Supernatanti uspešno transficiranih celic predstavljajo bakulovirusno suspenzijo ničte
stopnje (suspenzija V0). Ker pa je v njih koncentracija bakulovirusov relativno nizka, smo
s pomnoževanjem pripravili suspenzijo prve in druge stopnje (V1 in V2).
Pomnoževanje poteka tako, da s suspenzijo bakulovirusov predhodne stopnje
okužimo novo kulturo insektnih celic, jo inkubiramo 3 dni/do popolne lize celic pri 27 ◦C
in stresanjem pri 150 vrt./min, nato pa suspenzijo centrifugiramo (3 min pri 3000 × g) in
supernatant shranimo kot suspenzijo nove stopnje.
Za pripravo bakulovirusne suspenzije prve stopnje (V1) smo v 30 ml suspenzijske
kulture insektnih celic Sf9 s koncentracijo 0,8 × 106 celic/ml dodali 300 µl suspenzije
bakulovirusa V0 (do koncentracije 1 % (v/v)). Po tridnevni inkubaciji smo preverili
uspešnost pomnoževanja s fluorescenčnim mikroskopom.
Bakulovirusno suspenzijo druge stopnje (V2) smo pripravili na enak način, le v večjem
merilu – v 80 ml suspenzije celic. Celice smo ponovno pregledali s fluorescenčnim
mikroskopom in po potrebi izvedli še eno stopnjo pomnoževanja.
Test plakov in izolacija posameznega virusnega klona
Test plakov smo uporabili za čiščenje in izolacijo posameznega virusnega klona zaradi
nezadostne namnožitve bakulovirusov. Test plakov se sicer uporablja za določevanje
koncentracije bakulovirusov (titra) v suspenziji. Gre za metodo, pri kateri okužimo celice
z redčitvami bakulovirusne suspenzije in identificiramo plake (tj. skupek okuženih in
liziranih celic) na agarozni oblogi. Če želimo določiti titer, preštejemo nastale plake.
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V posamezno vdolbino na plošči s 6 vdolbinami smo dodali po 1 ml suspenzije
celic z gostoto 1 × 106 celic/ml in inkubirali 40 min pri 27 ◦C oziroma tako dolgo,
da so se celice pritrdile na podlago. V tem času smo pripravili ustrezno redčene
suspenzije bakulovirusov (faktor 10−1 do 10−4). V vdolbine smo dodali po 100 µl redčene
suspenzije bakulovirusa in inkubirali 1 uro pri 27 ◦C. Nato smo odstranili supernatant
in celice prekrili s po 1,5 ml v gojišču raztopljene 1-odstotne (w/v) agaroze z nizko
temperaturo tališča (Novagen). Agarozna suspenzija imobilizira celice ter preprečuje,
da bi bakulovirusi, ki se bodo sprostili iz okuženih celic, difundirali in okužili celotno
kulturo. Plošče smo inkubirali 10 dni pri temperaturi 27 ◦C. Suspenzije v vdolbinah smo
pregledali s fluorescenčnim mikroskopom in označili tiste plake, ki so fluorescirali. Nato
smo v sterilni komori s pipeto prenesli košček agaroze iz označenega plaka v vdolbino
plošče s 6 vdolbinami, kamor smo predhodno dodali po 2 ml nove suspenzije celic z
gostoto 0,4 × 106 celic/ml. Plošče smo 48 ur inkubirali pri 27 ◦C in shranili supernatant
kot V0, ki smo ga uporabili za nadaljnje pomnoževanje.
3.2 Priprava rekombinantnih proteinov
3.2.1 Izražanje rekombinantnih proteinov
Rekombinantne proteine smo izražali tako v bakterijskih celicah E. coli kot v insektnih
celicah Sf9.
Izražanje katalitičnih regij PKCδ v bakterijskih celicah E. coli
Katalitične regije PKCδ (konstrukti 49–55) smo izražali v citoplazmi bakterijskih celic
sevov E. coli BL21[DE3] in BL21[DE3]pLysS. Izražanje smo najprej izvedli v majhnem
merilu (70 ml), pri čemer smo s spreminjanjem parametrov (sev bakterijskih celic,
trajanje in temperatura izražanja) želeli poiskati optimalne pogoje, pri katerih bi bila
količina topnega izraženega proteina največja. S tem pa smo želeli preveriti tudi,
kateri izmed konstruktov je najprimernejši za izražanje v večjem merilu. Izražanje
rekombinantnih katalitičnih regij PKCδ smo spremljali z analizo vzorcev bakterijskih
kultur s poliakrilamidno gelsko elektroforezo v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata
(NaDS-PAGE) (razdelek 3.3.1).
Z upoštevanjem ugotovljenih optimalnih pogojev smo tako v večjem merilu izrazili
konstrukt 55 v celicah BL21[DE3]. Z 10 ml prekonočne kulture smo inokulirali 800 ml
tekočega gojišča LBA in stresali (140 vrt./min) v dveh 2000-mililitrskih stresalnih
erlenmajericah z utori pri temperaturi 37 ◦C do OD600 = 0,6–0,8 (tj. absorbanca, izmerjena
s svetlobo valovne dolžine 600 nm). Nato smo kulturo ohladili na sobno temperaturo
in izražanje rekombinantnega proteina inducirali z dodatkom raztopine IPTG do
končne koncentracije 0,5 mM. Po dodatku induktorja smo kulturo gojili preko noči pri
temperaturi 25 ◦C in hitrosti stresanja 140 vrt./min.
Izražanje katalitičnih regij PKCδ in celotne PKCδ v insektnih celicah
Celotno PKCδ (konstrukt PKCδ*) in tudi katalitično regijo PKCδ (konstrukta 48 in 55*)
smo izražali v suspenzijski kulturi insektnih celic Sf9.
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Celice smo gojili v temi v gojišču brez dodanih antibiotikov pri temperaturi 27 ◦C v
steklenih erlenmajericah brez utorov ob stresanju s hitrostjo 150 vrt./min. Najprej smo
izvedli poskusno ekspresijo (60 ml), da bi se prepričali, ali se izbrani proteini sploh izražajo
v insektnih celicah.
V primerih, ko se je protein izražal, smo izvedli ekspresijo v večjem merilu (600 ml).
S pripravljeno suspenzijo rekombinantnih bakulovirusov 2. ali 3. stopnje smo okužili
insektne celice. Gostota celic ob dodatku je bila 2 × 106 celic/ml, končna koncntracija
dodane bakulovirusne suspenzije je bila 6 % (v/v). Inkubacija po okužbi celic je
trajala 72 ur.
Lizate smo analizirali z NaDS-PAGE (razdelek 3.3.1) ter z nikljevo afinitetno
kromatografijo (razdelek 3.2.2).
3.2.2 Izolacija rekombinantnih proteinov
Rekombinantne proteine smo izolirali iz citoplazme bakterijskih oziroma insektnih celic
po končanem izražanju. Celice smo najprej lizirali, nato pa proteine čistili z nikljevo
afinitetno kromatografijo ter v določenih primerih z ionskoizmenjevalno kromatografijo.
V primeru izražanja proteina v bakterijskih celicah smo izvedli tudi denaturacijo in
ponovno zvijanje rekombinantnega proteina. Za spremljanje procesa izolacije in čistosti
izbranega proteina smo vzorce analizirali z NaDS-PAGE (razdelek 3.3.1).
Priprava bakterijskih lizatov
Bakterijske kulture smo po končani indukciji centrifugirali 3 min pri 6800 × g, odstranili
gojišče in posedle celice resuspendirali v fosfatnem pufru s soljo (PBS) (sestava je v
preglednici 3.9). Nato smo suspenzijo ponovno centrifugirali 10 min pri 5000 × g in celice
resuspendirali v pufru za lizo bakterijskih celic (volumen dodanega pufra je bil 5-krat
večji kot volumen posedlih celic), katerega sestava je navedena v preglednici 3.9, in jih
dobro homogenizirali. Celice smo lizirali s sonificiranjem na ledu 5 × 3 min z vmesnimi
3-minutnimi premori. Lizat smo centrifugirali v ohlajeni centrifugi pri 4 ◦C 45 min pri
17 000 × g.
Priprava lizatov insektnih celic
Lizate insektnih celic smo pripravili na podoben način kot bakterijske. Suspenzijo
insektnih celic smo centrifugirali 3 min pri 3000 × g in usedlino (celice) shranili do
nadaljnje uporabe pri –80 ◦C.
Celice smo nato odtalili na ledu in jih resuspendirali v pufru za lizo insektnih celic
(sestava pufra je navedena v preglednici 3.9). Nato smo suspenzijo homogenizirali in
sonificirali. Lizat smo centrifugirali 45 min pri 17 000 × g, supernatant pa prefiltirali skozi
filter Minisart NML s premerom por 0,45 µm (Sartorius).
Nikljeva afinitetna kromatografija je tehnika čiščenja proteinskih vzorcev, ki temelji
na interakcijah ionov Ni2+, ki so vezani na nosilcu, in stranske skupine specifičnih
aminokislin. V večini primerov je to histidin, ki zaradi imidazolnega obroča tvori močne
koordinacijske vezi z imobilizirano kovino. Vezane rekombinantne proteine z oznako
His6 eluiramo z nosilca z gradientno elucijo s pufrom, ki vsebuje imidazol [1].
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Filtrirane lizate insektnih celic smo s peristaltično črpalko s pretokom 1 ml/min nanesli
na kolono cOmplete His-Tag Purification Column (Roche) s kapaciteto 1 ml, ki smo
jo predhodno ekvilibrirali z ustreznim vezavnim pufrom, in shranili nevezano frakcijo.
Kolono z nanesenim vzorcem smo nato pritrdili na kromatografski sistem, kolono dobro
sprali z vezavnim pufrom in nato vezane proteine eluirali z linearnim gradientom
elucijskega pufra. Za nadaljnje čiščenje smo frakcije z najvišjo absorbanco A280 združili
in jih dializirali proti pufru brez imidazola (dializno črevo s celulozno membrano z
izključitveno maso 14 kDa (Sigma-Aldrich)). Sestave omenjenih pufrov so predstavljene
v preglednici 3.9. Frakcije smo analizirali z NaDS-PAGE.
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Ionskoizmenjevalna kromatografija
Ionskoizmenjevalna kromatografija je tehnika čiščenja proteinskih vzorcev, ki temelji na
privlačnih elektrostatskih interakcijah med nasprotno nabitimi delci. Za uspešno ločitev
sta pomembni izbiri pravilne stacionarne faze, ki določa, kateri ioni se bodo vezali nanjo,
ter vrednosti pH pufra/mobilne faze, ki določa naboj/ionsko obliko proteinov [1].
Združene in predializirane frakcije po nikljevi afinitetni kromatografiji smo pred
nanosom na kolono centrifugirali 10 min pri 17 000 × g, da smo se znebili morebitnih
nečistot in agregatov. Ustrezno kolono (HiTrap SP HP (GE Healthcare Bio-Sciences) s
kapaciteto 1 ml) smo najprej ekvilibrirali v vezavnem pufru (pretok 1 ml/min), nato smo
nanesli vzorec, kolono ponovno sprali z vezavnim pufrom, da smo odstranili nevezane
proteine, in nato vezane proteine eluirali s kolone z elucijskim pufrom z višjo ionsko
jakostjo. Sestave omenjenih pufrov so predstavljene v preglednici 3.9. Frakcije smo
analizirali z NaDS-PAGE.
Denaturacija in ponovno zvijanje rekombinantnih proteinov
Po končanem prekonočnem izražanju konstrukta 55 v bakterijskih celicah smo kulturo
centrifugirali 15 min pri 5000 × g, posedle celice resuspendirali v 50 ml pufra PBS
(preglednica 3.9) ter ponovno centrifugirali 10 min pri 5000 × g. Odstranili smo
supernatant, usedlino v 50-mililitrski centrifugirki pa shranili pri –80 ◦C do nadaljnje
uporabe.
Najprej smo morali inkluzijska telesca izolirati in očistiti. Celice smo odmrznili in jih s
homogeniziranjem dobro resuspendirali v 30 ml pufra A (preglednica 3.10). Suspenzijo
smo centrifugirali 15 min pri 17 000 × g, supernatant zavrgli (del smo ga shranili za
analizo z NaDS-PAGE), usedlino pa resuspendirali v 15 ml ledeno mrzle deoinizirane
vode in inkubirali 15 min na ledu. Nato smo vzorec centrifugirali 15 min pri 10 000 × g
in ponovno del supernatanta shranili za analizo z NaDS-PAGE, preostanek supernatanta
pa zavrgli. Usedlino smo resuspendirali s homogeniziranjem v 20 ml pufra P. Sledilo
je sonificiranje 4 × 3 min z vmesnimi 3-minutnimi premori na ledu. S pufrom P smo
dopolnili do 40 ml in centrifugirali 20 min pri 10 000 × g, supernatant zavrgli (del shranili
za NaDS-PAGE) in usedlino resuspendirali v 5 ml pufra P in dodali pufer W do končnega
volumna 35 ml. Suspenzijo smo inkubirali 15 min na ledu in nato centrifugirali 30 min pri
10 000 × g ter supentatant zavrgli (del shranili za NaDS-PAGE). Zadnjo stopnjo spiranja
smo ponovili dvakrat. Nato je sledila denaturacija rekombinantnih proteinov. Usedlino
smo resuspendirali s homogeniziranjem v 20 ml pufra za denaturacijo, suspenzijo pa
čez noč stresali pri 140 vrt./min pri 37 ◦C. Naslednji dan smo suspenzijo še enkrat
sonificirali (4 × 3 min, vmesni 3-minutni premori) in centrifugirali 10 min pri 17 000 × g
in supernatant prenesli v svežo centrifugirko. Supernatant smo prefiltrirali skozi filter s
premerom por 0,45 µm in polovico supernatanta nato nanesli na kolono (Sepharose 6 Fast
Flow (GE Healthcare Bio-Sciences) z imobiliziranimi nikljevimi ioni), ki smo jo pred tem
ekvilibrirali s pufrom za denaturacijo. Vzorec smo sprali s 40 ml pufra za denaturacijo,
nato pa spirali s pufrom za denaturacijo s padajočo koncentracijo sečnine (8 M→ 0 M v
11 korakih po 10 mL). Vezane proteine smo eluirali z elucijskim pufrom.
Preostalo polovico supernatanta pa smo dializirali čez noč proti pufru za ponovno
zvijanje, naslednji dan vzorec centrifugirali, supernatant prefiltrirali in nanesli na kolono
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cOmplete His-Tag Purification Column, ki smo jo predhodno ekvilibrirali s pufrom
za ponovno zvijanje. Vezane proteine smo eluirali z elucijskim pufrom. Sestava vseh
uporabljenih pufrov pri procesih izolacije in čiščenja inkluzijskih telesc ter denaturacije in
ponovnega zvijanja rekombinantnega proteina je navedena v preglednici 3.10.
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3.3 Biokemijska karakterizacija rekombinantnih proteinov
3.3.1 Elektroforezne metode
Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS
Poliakrilamidna gelska elektroforeza pod denaturirajočimi pogoji (NaDS-PAGE) je
laboratorijska tehnika za ločevanje denaturiranih proteinov glede na njihovo molekulsko
maso. Da je hitrost potovanja proteinov skozi poliakrilamidni gel v električnem polju
zares odvisna samo od velikosti proteinov in ne od njihovega naboja, uporabimo anionski
detergent natrijev dodecil sulfat (NaDS), ki proteine denaturira in se nanje nespecifično
ter nekovalentno veže, s čimer pridobijo negativnen naboj. Proteini z nižjo molekulsko
maso tako potujejo hitreje kot tisti z višjo [1].
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NaDS-PAGE smo uporabljali za analizo izražanja in čistosti rekombinantnih
proteinov. Uporabljali smo ločevalni poliakrilamidni gel z 12,5-odstotno zamreženostjo in
koncentracijski gel s 5-odstotno zamreženostjo. Sestava obeh gelov je v preglednici 3.11.




ločevalni gel (10 ml)
5-odstotni
koncentracijski gel (5 ml)
dH2O 4,27 ml 3,08 ml
4-kratni ločevalni pufer
(1,5 M Tris, pH = 8,8)
2,5 ml
4-kratni koncentracijski pufer




3,13 ml 0,625 ml
10-odstotni NaDS (w/v) 100 µl 50 µl
TEMED 15 µl 7,5 µl
10-odstotni APS (w/v) 30 µl 15 µl
Vzorcem smo pred nanosom na gel dodali 4-kratni nanašalni pufer z reducentom
(250 mM Tris, pH = 6,8, 30-odstotni (v/v) glicerol, 8-odstotni (w/v) NaDS,
0,02-odstotno (w/v) barvilo bromfenol modro, 300 mM DTT) in jih termično obdelali
(7-minutna inkubacija pri 95 ◦C).
NaDS-PAGE je potekala v pufru NaDS (25 mM Tris, 192 mM glicin, pH = 8,3,
0,1-odstotni (w/v) NaDS) pri 35 mA/gel in 200V. Uporabljali smo velikostno lestvico
Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fisher Scientific) (slika 3.8).
Slika 3.8: Velikostna lestvica za NaDS-PAGE Unstained Protein Molecular Weight Marker. Vir:
Fisher Scientific [89].
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Za gel, iz katerega smo izrezali liso pri ustrezni velikosti za analizo z masno
spektrometrijo, smo uporabili komercialno pripravljen 4–12-odstotni Bis-Tris gel NuPAGE
(Thermo Fisher Scientific). Elektroforeza je v tem primeru potekala v ustreznem pufru
NuPAGE MES SDS Running Buffer (Thermo Fisher Scientific) 35 minut pri konstantni
napetosti 200 V.
Po končani elektroforezi smo proteine v gelu zaznali z barvilom Coomassie Brilliant
Blue (CBB).
3.3.2 Metode identifikacije rekombinantnih proteinov
Barvanje z barvilom Coomassie Brilliant Blue
Po končani NaDS-PAGE smo proteine detektirali z barvilom CBB, ki se nespecifično veže
na proteine v gelu. Gele smo barvali na tri različne načine.
Pri klasičnem barvanju smo gel mešali pri 45 vrt./min 1 uro v 30 ml raztopine za
barvanje (preglednica 3.12), ki smo jo predhodno redčili z 20-odstotno (v/v) ocetno kislino
v razmerju 1:1. Gel smo nato sprali in ga razbarvali do želene stopnje v raztopini za
razbarvanje (preglednica 3.12).
Pri barvanju po hitrem postopku smo gel barvali v raztopini za barvanje: raztopino B
smo redčili z dH2O v razmerju 1:1 do skupnega volumna 50 ml in dodali 650 µl
raztopine A (sestava obeh raztopin je v preglednici 3.12). Raztopino z gelom smo v
mikrovalovni pečici segreli do vretja in nato mešali 10 min pri sobni temperaturi. Nato
smo gel sprali in ga razbarvali v dH2O tako, da smo vodo z gelom najprej segreli do vretja
in nato mešali pri sobni temperaturi do primerne stopnje razbarvanja.
Gel, iz katerega smo kasneje izrezali liso za analizo z masno spektrometrijo, smo
barvali s specifično raztopino za barvanje (preglednica 3.12) preko noči. Razbarvali smo
ga z destilirano vodo.
Preglednica 3.12: Sestava raztopin za barvanje z barvilom CBB oziroma za razbarvanje.
Raztopina Sestava
raztopina za barvanje
0,2-odstotni (w/v) CBB (Bio-Rad),
40-odstotni (v/v) etanol (ECP)
raztopina za razbarvanje
30-odstotni (v/v) etanol,
10-odstotna (v/v) ocetna kislina
raztopina A
10-odstotna (v/v) ocetna kislina,




7-odstotna (v/v) ocetna kislina
raztopina za barvanje gela
za masno spektrometrijo
0,4-odstotni (w/v) CBB G250,
12-odstotna (w/v) citronska kislina,
8-odstotni (w/v) amonijev sulfat (Merck),
20-odstotni (v/v) metanol
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Identifikacija z masno spektrometrijo
Masna spektrometrija (MS) je analitična metoda za določevanje molekulske mase
(makro-)molekul, npr. proteinov. Molekule, ki jih želimo analizirati, so najprej v vakuumu
podvržene ionizaciji. Ko pridejo te – sedaj nabite – molekule v električno/magnetno
polje, je njihova pot skozi polje odvisna od razmerja med njihovo maso in nabojem (m/z).
Iz merjenega razmerja nato določimo maso analita. Nekatere vrste MS (tandemska MS,
s katero smo analizirali tudi naš vzorec) omogočajo tudi določitev sekvenc več kratkih
polipeptidnih segmentov (20–30 aminokislinskih ostankov) v proteinskem vzorcu, iz česar
lahko nato določimo, za kateri protein gre [1].
V našem primeru smo z MS želeli potrditi, da se v insektnih celicah Sf9 izraža celotna
PKCδ. Frakcijo po nikljevi afinitetni kromatografiji, ki je vsebovala največjo količino
domnevnega rekombinantnega proteina PKCδ, smo analizirali z NaDS-PAGE. Pri tem
smo uporabili gel in pufer, ki sta bila komercialno pripravljena. Po končani elektroforezi
smo gel pobarvali z raztopino za barvanje gela za masno spektrometrijo (preglednica
3.12). Ko se je gel razbarval, smo v sterilni komori (da preprečimo kontaminacijo, ki
bi motila nadaljnjo analizo) izrezali košček gela, ki je vseboval domnevni protein, ga
dali v mikrocentrifugirko in poslali na Institut "Jožef Stefan", kjer so izvedli analizo s
tandemsko MS, sklopljeno s tekočinsko kromatografijo (LC-MS/MS). Proteinski vzorec
so pred analizo obdelali z encimom tripsin, da so pridobili manjše peptide. Rezultate smo




Na sliki 4.1 je shematsko prikazan okvirni potek našega raziskovalnega dela.
Slika 4.1: Shema poteka našega raziskovalnega dela.
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4.1 Priprava vključkov in njihova vstavitev v fagmid/bakmid
Z različnimi tehnikami molekulskega kloniranja smo uspešno pripravili naslednje
vključke:
• vključek 48/pFastBac1, vključek 49/pFastBac1: fragmenta DNA z zaporedjem
za celotno katalitično regijo PKCδ (vključek 48) in katalitično regijo PKCd brez
N-končnega dela (vključek 49) v vektorju pFastBac1. Oba vključka sta vključevala še
cepitveno mesto za proteazo TEV ter oznako His6 na N-koncu. Fagmid z vključkom
48 smo uporabili za pripravo rekombinantnih bakulovirusov in nadaljnje izražanje
proteina v insektnih celicah;
• vključke 52*–55*/pFastBac1: fragmenti DNA z zaporedjem za celotno katalitično
regijo PKCδ (vključek 52*), katalitično regijo PKCδ brez N-končnega dela (vključek
53*), brez C-končnega dela (vključek 54*) in brez N- in C-končnega dela (vključek
55*), vstavljeni v vektor pFastBac1. Vsi vključki so vsebovali oznako His6 na
N-koncu. Fagmide smo uporabili za pripravo rekombinantnih bakulovirusov in
nadaljnje izražanje proteinov v insektnih celicah (vključek 55*/pFastBac1);
• celotna PKCδ*/pFastBac1: fragment DNA z zaporedjem za celotno PKCδ z oznako
His6 na N-koncu v vektorju pFastBac1. Fagmid smo uporabili za pripravo
rekombinantnih bakulovirusov in nadaljnje izražanje proteinov v insektnih celicah;
• fuzijske vključke mCherry – (48–51)/pFastBac1 in mCherry – celotna
PKCδ*/pFastBac1.
Za izražanje proteina v bakterijskih celicah smo uporabili že pripravljene plazmide
pET-22b(+) z vstavljenimi zapisi 52–55 oziroma pET3d z vstavljenimi zapisi 48–51.
4.1.1 Priprava vključkov za vstavljanje v fagmid pFastBac1
Priprava vključkov, ki kodirajo katalitične regije PKCδ
Zapisom za katalitične regije smo s PCR dodali homologne regije za vstavitev v vektor
pFastBac1 (shema je prikazana na sliki 3.2 v razdelku 3.1.1). Za matrice smo uporabili že
pripravljene vektorje pET3d z vstavljenimi zapisi za katalitične regije, ki imajo dodano
zaporedje za cepitveno mesto za proteazo TEV (zapisi 48–51). Slika 4.2 prikazuje
1-odstotni agarozni gel s produkti PCR. Pričakovane velikosti vključkov so: 1144 bp
(vključek 48), 1105 bp (vključek 49), 964 bp (vključek 50) in 925 bp (vključek 51).
Za pripravo vključkov, ki prav tako kodirajo katalitične regije, vendar brez cepitvenega
mesta za proteazo TEV, smo za izhodiščno zaporedje uporabili sintetični gen. Vključke za
vstavitev v vektor pFastBac1 smo pripravili s PCR v dveh krogih. Po prvem krogu smo
pridobili zapise z dodano oznako His6 na 5’ koncu, v drugem krogu pa smo dodali
homologni oznaki na 3’- in 5’-koncu za vstavljanje vključkov v vektor pFastBac1 z
metodo SLiCE (shema poteka je prikazana na sliki 3.2 v razdelku 3.1.1). Produkti reakcij,
analizirani z AGE, so prikazani na sliki 4.3. Pričakovane velikosti vključkov po 2. krogu
PCR so: 1120 bp (vključek 52*), 1081 bp (vključek 53*), 940 bp (vključek 54*) in 901 bp
(vključek 55*).
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Slika 4.2: Agarozni gel s produkti PCR za pripravo vključkov 48–51. Za pomnoževanje smo
uporabili začetne oligonukleotide PKCd_48_f_slice in PKCd_48_r_slice (pri vključkih 48 in 49)
ali PKCd_50_r_slice (pri vključkih 50 in 51), s katerimi smo na 5’- in 3’-koncih uvedli homologne
regije za vstavitev v fagmid pFastBac1. Z okvirji so označeni deli gela, ki smo jih izrezali ter iz njih
izolirali DNA za nadaljnje delo.
Slika 4.3: Agarozna gela s produkti po prvem in drugem krogu PCR za pripravo vključkov 52*–55*.
(a) Analiza produktov po prvem krogu PCR. Za pomnoževanje katalitičnih regij PKCδ (vzorci,
označeni z 52*–55*) smo uporabili kombinacije začetnih oligonukleotidov: omp110 in omp114 za
vključek 52*, omp 112 in omp114 za vključek 53*, omp110 in omp115 za vključek 54*, omp112 in
omp115 za vključek 55*. Za pomnoževanje celotne PKCδ (vzorca, označena s PKCδ*) smo uporabili
začetna oligonukleotida SLICE_f in SLICE_r. (b) Analiza produktov po drugem krogu reakcij.
Za pomnoževanje smo uporabili začetne oligonukleotide PKCd_52_f_slice in PKCd_48_r_slice
(vključka 52* in 53*) ali PKCd_50_r_slice (vključka 54* in 55*). Z okvirji so označeni deli gela, ki
smo jih izrezali ter iz njih izolirali DNA za nadaljnje delo.
Priprava vključka, ki kodira celotno PKCδ
Pri pripravi vključka, ki kodira za celotno PKCδ, za vstavljanje v vektor pFastBac1 smo
imeli več težav. Izhajali smo iz klona cDNA za človeško PKCδ. Pripraviti smo želeli zapis
za celotno PKCδ, ki pa bi na 5’-koncu dodatno imel še linker GSS, cepitveno mesto za
proteazo TEV, oznako His6 in homologno regijo, na 3’-koncu pa samo homologno regijo.
Najprej smo želeli ta dodatna zaporedja dodati v treh krogih PCR, kot je shematsko
prikazano na sliki 3.2 (a) v razdelku 3.1.1. Na sliki 4.4 (a) je prikazan produkt po prvem
krogu. Ustrezno liso pri pričakovani velikosti 2078 bp smo izrezali, izolirali DNA in jo
uporabili kot matrico za naslednji krog. Drugi krog PCR kljub spreminjanju pogojev
(temperaturni program PCR, zamenjava začetnih oligonukleotidov, zamenjava pufrov,
dodajanje DMSO) ni potekel uspešno (slika 4.4 (b)). Na sliki vidimo, da je prišlo do
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nespecifičnega pomnoževanja odseka DNA pri približno 250 bp. Uspešen pa prav tako
ni bil ponovljen prvi krog, torej PCR, pri katerem smo produkt po prvem krogu želeli
pomnožiti z enakimi začetnimi oligonukleotidi, kot smo jih uporabili v prvem krogu (slika
ni prikazana).
Slika 4.4: Poskus priprave vključka, ki kodira za celotno PKCδ, s tremi zaporednimi krogi PCR. (a)
1-odstotni agarozni gel s produktom po prvem krogu PCR. Za pomnoževanje smo uporabili
začetna oligonukleotida PKCd_1 in PKCd_48_r_slice. (b) 1-odstotni agarozni gel s produkti
po drugem krogu PCR. Za pomnoževanje smo uporabili začetna oligonukleotida PKCd_2 in
PKCd_48_r_slice.
Nato smo poskusili pripraviti celotno PKCδ z dodanim zaporedjem na 5’-koncu
tako, da bi združili celotno to dodatno zaporedje, pomnoženo iz vektorja pFastBac1 z
vključkom 48, skupaj s PKCδ, pomnoženo po prvem krogu PCR iz cDNA (slika 3.2 (b)).
Tudi to je bilo neuspešno. Slika 4.5 (a) prikazuje produkt PCR, pri katerem smo iz vektorja
pFastBac1 z vključkom 48 pomnožili fragment z linkerjem. Pričakovana velikost je 363
bp, saj smo zaradi lažje detekcije produkta pomnožili večji fragment (del vektorja skupaj
z linkerjem). Slika 4.5 (b) prikazuje neuspešen poskus fuzije tega fragmenta z zapisom za
PKCδ.
Slika 4.5: Poskus priprave vključka, ki kodira za celotno PKCδ, s fuzijo dveh fragmentov. (a)
1-odstotni agarozni gel s pomnoženim fragmentom iz pFastBac1. Za pomnoževanje smo uporabili
začetna oligonukleotida PKCd_4 in PKCd_5. (b) Analiza produktov po PCR, pri katerem smo
želeli združiti fragment linkerja z zapisom za celotno PKCδ. V reakcijsko mešanico smo dodali
obe matrični DNA ter začetna oligonukleotida SLICE_forward in SLICE_reverse.
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Zaradi neuspeha pri pripravi primernega zapisa za celotno PKCδ smo naročili
optimiziran sintetični gen, ki smo ga uspešno pomnožili (slika 4.3 (a)). Del gela z liso
pri pričakovani velikosti 2139 bp smo izrezali in izolirali DNA.
Priprava vključkov z zapisom za mCherry
Shema priprave fuzijskih zapisov za katalitične regije in celotnega proteina z zapisom
za fluorescenčni protein mCherry je prikazana na sliki 3.3 v razdelku 3.1.1. Za matrice
smo uporabili zapise za katalitične regije, ki smo jih pomnožili iz plazmidov pET3d (slika
4.2), sintetični gen za PKCδ ter zapis za mCherry. Slika 4.6 prikazuje analizo produktov
posameznih PCR-jev za pripravo fuzijskih vključkov. Velikosti končnih produktov na gelu
ustrezajo pričakovanim velikostim (približno 1800 bp za fuzijske vključke katalitičnih regij
z mCherry in približno 2800 bp za vključek mCherry – PKCδ*).
Slika 4.6: Slike 1-odstotnih gelov po AGE v okviru priprave fuzijskih vključkov z mCherry.
(a) Zapis za mCherry smo pomnožili z začetnima oligonukleotidoma PKCd_7 in PKCd_8.
Pričakovana velikost produkta je 752 bp. (b) Zapise za katalitične regije PKCδ smo pomnožili
z začetnimi oligonuklotidi PKCd_6 in PKCd_48r_slice (48 in 49) oziroma PKCd_50r_slice (50
in 51). (c) Zapis za celotno PKCδ smo pomnožili z začetnima oligonukleotidoma PKCd_6 in
SLICE_reverse. (č) in (d) Analiza produktov po PCR, pri katerem smo želeli združiti zapis
za mCherry in zapis za posamezno katalitično regijo oziroma zapis za celotno PKCδ. V
reakcijske mešanice smo dodali obe matrični DNA ter začetna oligonukleotida PKCd_52f_slice in
SLICE_reverse. Z okvirji so označeni deli gela, ki smo jih izrezali in iz njih izolirali DNA, ki smo
jo uporabili za nadaljnje delo.
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4.1.2 Preverjanje uspešnosti vstavitve vključkov v fagmid/bakmid
Uspešno pripravljene vključke smo z metodo SLiCE (razdelek 3.1.4) vstavili v vektor
pFastBac1, predhodno rezan z NotI, in nato transformirali celice DH5α. Uspešnost
integracije vključka v vektor smo preverjali s PCR na osnovi kolonije (razdelek 3.1.1) in
produkte analizirali z AGE. Pravilnost vstavljenih zaporedij smo preverili z določevanjem
nukleotidnega zaporedja.
Slika 4.7 prikazuje analizo uspešnosti vstavljanja vključkov, ki kodirajo katalitične
regije, ki smo jih pomnožili iz vektorja pET3d. Za pomnoževanje smo uporabili
univerzalna začetna oligonukleotida pFBf in pFBr. V fagmid pFastBac1 smo uspešno
vstavili vključka 48 (kolonije 1, 2 in 5) ter 49 (kolonija 3), saj so v teh primerih produkti
PCR pri ustreznih velikostih. V ostalih primerih integracija ni bila uspešna.
Slika 4.7: Sliki 1-odstotnih gelov po AGE v okviru vstavljanja vključkov, ki kodirajo katalitične
regije PKCδ (vključki 48–51), v pFastBac1 oziroma v starševski bakmid. (a) Agarozni gel s produkti
PCR na osnovi kolonije, s katerim smo preverjali uspešnost vstavitve vključkov katalitičnih regij
PKCδ v fagmid pFastBac1. Pričakovani velikosti sta 1277 bp (vključek 48) in 1238 (vključek
49). (b) Agarozni gel s produkti PCR na osnovi kolonije, s katerim smo preverjali uspešnost
transpozicije med fagmidom pFastBac1 in starševskim bakmidom. Pričakovani velikosti sta
približno pri 3580 bp za vključek 48 in 3540 bp za vključek 49. Številke nad črtami predstavljajo
vrsto vključka, številke pod črtami pa oznako kolonije. Puščice označujejo lise, ki ustrezajo
pričakovanim velikostim produktov.
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Slika 4.8 prikazuje analizo uspešnosti vstavljanja vključkov za katalitične regije ter
celotno PKCδ, ki smo jih pomnožili iz sintetičnega gena, v pFastBac1. Pri PCR na osnovi
kolonije smo uporabili univerzalna začetna oligonukleotida pFBf in pFBr. Integracija je
v vseh primerih, razen pri koloniji z oznako 2, potekla uspešno, saj so v teh primerih
produkti PCR ustrezno dolgi. Pričakovane velikosti so 2272 bp (celotna PKCδ), 1252 bp
(vključek 52*), 1214 bp (vključek 53*), 1073 bp (vključek 54*) in 1034 bp (vključek 55*).
Slika 4.8: Sliki 1-odstotnih gelov po AGE v okviru vstavljanja vključkov, ki kodirajo katalitične
regije PKCδ (vključki 52*–55*) in celotno PKCδ, v pFastBac1. Za preverjanje uspešnosti vstavitve
smo izvedli PCR na osnovi kolonije in produkte analizirali z AGE. Oznake nad črtami predstavljajo
vrsto vključka, številke pod črtami pa oznako kolonije. Puščice označujejo lise, ki ustrezajo
pričakovanim velikostim produktov.
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Slika 4.9 prikazuje analizo uspešnosti vstavljanja fuzijskih vključkov z mCherry. Za
pomnoževanje smo uporabili univerzalna začetna oligonukleotida pFBf in pFBr. Uspešno
smo v vektorje vstavili vključke mCherry – 49 (kolonija 6), mCherry – 50 (kolonije 9, 10,
11, 12 in 13), mCherry – 51 (kolonije 14, 17 in 18) in mCherry – PKCδ* (kolonije 20, 21, 22,
24).
Slika 4.9: Sliki 1-odstotnih gelov po AGE v okviru vstavljanja fuzijskih vključkov z mCherry v
pFastBac1. Za preverjanje uspešnosti vstavitve smo izvedli PCR na osnovi kolonije in produkte
analizirali z AGE. Pričakovane velikosti produktov so 2091 bp (vključek mCherry – 48), 2052 bp
(vključek mCherry – 49), 1911 bp (vključek mCherry – 50), 1872 bp (vključek mCherry – 51) in
2977 bp (vključek mCherry – PKCδ*). Oznake nad črtami predstavljajo vrsto vključka, številke
pod črtami pa oznako kolonije. Puščice označujejo lise, ki ustrezajo pričakovanim velikostim
produktov.
S pripravljenimi fagmidi pFastBac1 z ustreznimi vključki smo transformirali bakterije
E. coli DH10Multibac z namenom transpozicije vključkov v bakmide. Uspešnost
transpozicije smo preverili s PCR na osnovi kolonije. Slika 4.7 (b) prikazuje analizo
uspešnosti transpozicije vključkov 48 in 49. Uspešno je potekla v vseh primerih, razen pri
kolonijah 1 in 5. Za pomnoževanje smo uporabili uninverzalna začetna oligonukleotida
M13F in M13R, zato so pričakovane velikosti za približno 2300 bp višje od dejanskih
velikosti samih vključkov.
Slika 4.10 prikazuje analizo uspešnosti transpozicije vključkov PKCδ* in 52*–55*.
Uspešno je potekla v večini primerov, razen pri kolonijah z oznako 5 in 18. Za
pomnoževanje smo v primeru vključkov PKCδ* in 54* uporabili začetna oligonukleotida
M13R in pFBf, zato so pričakovane velikosti produktov za približno 600 bp višje od
dejanskih velikosti samih vključkov. Za pomnoževanje vključkov 52*, 53* in 55* smo
uporabili začetna oligonukleotida M13F in M13R.
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Slika 4.10: Slike 1-odstotnih gelov po AGE v okviru transpozicije vključkov 52*–55* in PKCδ* v
bakmid. Za preverjanje uspešnosti vstavitve smo izvedli PCR na osnovi kolonije in produkte
analizirali z AGE. Približne pričakovane velikosti produktov so 2700 bp (vključek PKCδ*),
približno 3400 bp (vključek 52*), 3500 bp (vključek 53*), 1700 bp (vključek 54*) in 3300 bp (vključek
55*). Oznake nad črtami predstavljajo vrsto vključka, številke pod črtami pa oznako kolonije.
Puščice označujejo lise, ki ustrezajo pričakovanim velikostim produktov.
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4.2 Izražanje in izolacija rekombinantnih proteinov
4.2.1 Priprava rekombinantnih proteinov v bakterijskih celicah
Katalitične regije PKCδ smo izražali v citoplazmi bakterijskih celic E. coli BL21[DE3] in
BL21[DE3]pLysS.
Izražanje smo najprej izvedli v majhnem merilu (70 mL), pri čemer smo s
spreminjanjem parametrov (sev bakterijskih celic – BL21[DE3] ali BL21[DE3]pLysS,
trajanje inkubacije po dodatku induktorja – 4 h ali 16 h in temperatura izražanja – 19 ◦C
ali 25 ◦C) želeli poiskati optimalne pogoje, pri katerih bi protein v citoplazmi ostal v topni
obliki. Na sliki 4.11 so prikazani rezultati optimizacije izražanja konstrukta 55. Protein je v
vseh primerih predvsem v netopni frakciji, prav tako pa vrsta seva nima ključnega vpliva
na količino rekombinantnega proteina, zato smo nadaljnje izražanje izvajali v celicah
BL21[DE3] pri 25 ◦C. Inkubacija po dodatku induktorja IPTG je trajala 16 ur.
Slika 4.11: Analiza optimizacije izražanja konstrukta 55 v citoplazmi bakterijskih celic E. coli
z NaDS-PAGE. (a) Izražanje proteina smo izvedli v celicah BL21[DE3] pri 19 ◦C, pri tem smo
spreminjali čas inkubacije po dodatku induktorja – 4 h ali 16 h. (b) Izražanje v celicah BL21[DE3]
pri 25 ◦C – 4 h ali 16 h. (c) Izražanje v celicah BL21[DE3]pLysS pri 19 ◦C – 4 h ali 16 h. (č) Izražanje
v celicah BL21[DE3]pLysS pri 25 ◦C – 4 h ali 16 h. 0 – celoten celični lizat pred indukcijo, L – celoten
celični lizat po končani ekspresiji, S – topna frakcija celičnega lizata, O – netopna frakcija celičnega
lizata. S puščicami so označene lise, ki ustrezajo velikosti konstrukta 55 – približno 33 kDa.
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Z izražanjem v majhnem merilu smo nato preverili, kateri izmed konstruktov so
primernejši za izražanje v večjem merilu. Konstrukti se med sabo namreč razlikujejo
v prisotnosti cepitvenega mesta za TEV ter N- oziroma C-končnega dela. Slika 4.12
prikazuje izražanje konstruktov 49–54 v celicah BL21[DE3]. Konstrukta 48 nismo izražali,
saj v tem primeru transformacija ni uspešno potekla. Pri konstruktih 52 in 53 ni izrazite
lise pri pričakovanih velikostih (pri približno 40 kDa), ampak sta vidni dve močnejši
lisi pri pribl. 24 kDa in 18 kDa, ki v ostalih primerih nista tako izraziti. Najverjetneje je
v teh dveh primerih prišlo do cepitve proteina. Ker sta cepljeni obliki v topni frakciji,
smo prefiltriran supernatant celičnega lizata (topno frakcijo) konstrukta 53 analizirali z
nikljevo afinitetno kromatografijo (slika 4.13). Na kolono se je vezal manjši odcepljeni del,
zato sklepamo, da gre za N-končni del, ki vsebuje oznako His6. Večji odcepljeni del pa
je C-končni, saj je v nevezani frakciji. Konstrukti 49, 50, 51 in 54 so predvsem v netopni
frakciji, konstrukta 50 in 55 pa se izražata močneje, zato smo za izražanje v večjem merilu
izbrali konstrukt 55.
Slika 4.12: Analiza izražanja konstruktov 49–54 v citoplazmi celic BL21[DE3] z NaDS-PAGE. 0
- celoten celični lizat pred indukcijo, S – topna frakcija celičnega lizata po končani ekspresiji, O –
netopna frakcija celičnega lizata po končani ekspresiji. S puščicami so označene lise, ki ustrezajo
velikostim posameznih konstruktov. Pri konstruktih 52 in 53 sta s puščicama označena cepljena
fragmenta.
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Slika 4.13: Analiza cepitve konstrukta 53 z nikljevo afinitetno kromatografijo. (a) Elucijski diagram
supernatanta celičnega lizata. Frakcije, ki smo jih analizirali z NaDS-PAGE, so označene s sivim
pravokotnikom. (b) Analiza nevezanih (1–5; na elucijskem diagramu niso prikazane) in eluiranih
(10–13) frakcij. S puščicama sta označena cepljena fragmenta konstrukta 53.
Konstrukt 55 smo izrazili v 800 ml kulture za nadaljnjo izvedbo ponovnega zvijanja
(angl. refolding). Proteinski vzorec smo najprej očistili v petih stopnjah in supernatante po
posameznih stopnjah shranili za analizo z NaDS-PAGE (slika 4.14 (a)). Nato je sledila/-o
denaturacija/raztapljanje inkluzijskih telesc. Vzorec smo po prekonočnem raztapljanju
centrifugirali in shranili oborino in del supernatanta za analizo z NaDS-PAGE (slika
4.14). Polovico prefiltriranega supernatanta smo nanesli na kolono Sepharose 6 Fast Flow
z imobiliziranimi nikljevimi ioni in denaturirane proteine v vzorcu ponovno zvijali s
spiranjem s pufrom za denaturacijo s padajočo koncentracijo sečnine. Vezane proteine
smo eluirali z elucijskim pufrom za nikljevo afinitetno kromatografijo in eluate z najvišjo
absorbanco ter nevezano frakcijo analizirali z NaDS-PAGE (slika 4.14 (a)). Drugo polovico
supernatanta smo dializirali preko noči proti pufru za ponovno zvijanje. Vzorec smo nato
centrifugirali in oborino ter del supernatanta ponovno shranili za analizo z NaDS-PAGE.
Preostali supernatant smo prefiltrirali in nanesli na nikljevo afinitetno kolono. Eluate z
najvišjo absorbanco ter nevezano frakcijo smo analizirali z NaDS-PAGE (slika 4.14 (b)).
Inkluzijska telesca so se slabo raztopila in precej proteina je ostalo v netopni obliki.
Velika količina proteina se je oborila tudi tekom dialize (v primeru, ko smo poskusili
protein ponovno zviti s procesom dialize). V obeh primerih pa se je protein zelo slabo
vezal na kolono – večina ga je v nevezani frakciji. Tako nismo uspeli pridobiti zadostnih
količin rekombinantnega proteina iz bakterijskih celic za nadaljnjo karakterizacijo.
48
Priprava in karakterizacija izooblike delta protein kinaze C Rezultati
Slika 4.14: Analiza izolacije inkluzijskih telesc ter denaturacije in ponovnega zvijanja
rekombinantnega proteina z NaDS-PAGE. (a) Analiza supernatantov po posameznih stopnjah
čiščenja, analiza uspešnosti prekonočnega raztapljanja inkluzijskih telesc in analiza ponovnega
zvijanja na nikljevi afinitetni koloni. 1–5 – analiza supernatantov po stopnjah čiščenja,
Oi – oborina po raztapljanju inkluzijskih telesc, Si – supernatant po raztapljanju inkluzijskih telesc,
N – nevezana frakcija pri nikljevi afinitetni kromatografiji, f2–f4 - eluirane frakcije. (b) Analiza
uspešnosti prekonočnega raztapljanja inkluzijskih telesc in ponovnega zvijanja s prekonočno
dializo proti pufru za ponovno zvijanje. Oi – oborina po raztapljanju inkluzijskih telesc,
Si – supernatant po raztapljanju inkluzijskih telesc, Od – oborina po dializi, Sd – supernatant po
dializi, N – nevezana frakcija pri nikljevi afinitetni kromatografiji, f5–f7 – eluirane frakcije. S
puščicama so označene lise, ki ustrezajo velikosti konstrukta 55.
4.2.2 Priprava rekombinantnih proteinov v insektnih celicah
V insektnih celicah Sf9 smo izražali tako katalitične regije PKCδ (konstrukta 48 in 55*) kot
tudi celotno PKCδ.
Priprava konstrukta 48
Najprej smo v insektnih celicah želeli izraziti konstrukt 48. Ker je bila začetna namnožitev
bakulovirusov nezadostna, smo izvedli test plakov ter uspešno izolirali posamezni virusni
klon. Slika 4.15 prikazuje uspešno okužbo insektnih celic z izoliranim klonom. Okužene
celice so v primerjavi z neokuženimi večje, plavajo prosto v gojišču ter ob vzbujanju s
svetlobo z valovno dolžino 514 nm pod fluorescenčnim mikroskopom svetijo zeleno.
Slika 4.15: Insektne celice Sf9, okužene z rekombinantnimi bakulovirusi. Levo so prikazane celice
pri vidni svetlobi in desno ob vzbujanju s svetlobo z valovno dolžino 514 nm.
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S pripravljeno suspenzijo rekombinantnih bakulovirusov okužili insektne celice za
izražanje konstrukta 48 v večjem merilu. Inkubacija po dodatku je trajala 72 ur, nato
smo suspenzijo insektnih celic centrifugirali in celice lizirali. Topno frakcijo lizata smo
prefiltrirali in jo analizirali z nikljevo afinitetno kromatografijo. Slika 4.16 (a) prikazuje
elucijski diagram pri nikljevi afinitetni kromatografiji. Frakcije, ki smo jih zbrali pri
nikljevi afinitetni kromatografiji, smo analizirani z NaDS-PAGE (slika 4.16 (b)).
Slika 4.16: Izolacija konstrukta 48 iz liazta insektnih celic Sf9. (a) Elucijski diagram citoplazemske
frakcije celic Sf9 po nikljevi afinitetni kromatografiji. Frakcije, ki smo jih analizirali z NaDS-PAGE,
so označene s sivim pravokotnikom. (b) Elektroforezna analiza frakcij, zbranih pri nikljevi
afinitetni kromatografiji. 3–5 – eluirane frakcije, F – združene eluirane frakcije, N – nevezana
frakcija.
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Za primerjavo smo za negativno kontrolo na enak način analizirali neokužene celice
Sf9. Slika 4.17 prikazuje elucijski diagram po nikljevi afinitetni kromatografiji in analizo
lizatov ter frakcij z NaDS-PAGE. Močnejši lisi pri pribl. 45 kDa in 20 kDa, ki ju opazimo
pri elektroforezni analizi eluiranih frakcij lizata okuženih celic, sta prisotni tudi pri
analizi eluiranih frakcij lizata neokuženih celic, zato sklepamo, da se želeni rekombinantni
protein ni izrazil oziroma se ni vezal na kolono.
Slika 4.17: Analiza lizata neokuženih insektnih celic Sf9. (a) Elucijski diagram citoplazemske
frakcije celic Sf9 po nikljevi afinitetni kromatografiji. Frakcije, ki smo jih analizirali z NaDS-PAGE,
so označene s sivim pravokotnikom. (b) Elektroforezna analiza lizatov in frakcij, zbranih pri
nikljevi afinitetni kromatografiji. O – netopna frakcija celičnega lizata, S – topna frakcija celičnega
lizata, N – nevezana frakcija, 3–5 – eluirane frakcije.
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Priprava konstrukta 55*
S pripravljenimi bakmidi z vključki 52*–55* smo transficirali insektne celice. Uspešno sta
potekli transfekciji z bakmidi z vključkoma 54* oziroma 55*, zato smo izvedli poskusno
ekspresijo konstrukta 55*.
Konstrukt 55* smo iz prefiltriranega supernatanta po centrifugiranju liziranih celic
poskusili izolirati z nikljevo afinitetno kromatografijo. Topno in netopno frakcijo lizata ter
združene eluirane frakcije, zbrane pri nikljevi afinitetni kromatografiji, smo nato analzirali
z NaDS-PAGE (slika 4.18). Na gelu vidimo pri netopni frakciji lizata močnejšo liso pri
približno 34 kDa, kar po velikosti ustreza konstruktu 55* (pribl. 33 kDa). Pri združenih
eluiranih frakcijah močnejše lise pri tej velikosti ni, zato sklepamo, da se protein na kolono
ni vezal. Močnejše lise pri približno 45 kDa, 20 kDa in 19 kDa najverjetneje predstavljajo
endogene proteine insektnih celic.
Slika 4.18: Izolacija konstrukta 55* iz insektnih celic Sf9. (a) Elucijski diagram citoplazemske
frakcije celic Sf9 po nikljevi afinitetni kromatografiji. Frakcije, ki smo jih analizirali z NaDS-PAGE,
so označene s sivim pravokotnikom. (b) Elektroforezna analiza topne in netopne frakcije lizatov in
frakcij, zbranih pri nikljevi afinitetni kromatografiji. O – netopna frakcija celičnega lizata, S – topna
frakcija celičnega lizata, N – nevezana frakcija, F – združene eluirane frakcije. S puščico je označena
lisa, ki ustreza velikosti konstrukta 55*.
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Priprava celotne PKCδ
Celotno PKCδ smo izražali v insektnih celicah. Najprej smo z izražanjem v manjšem
merilu preverili, ali se izbrani protein sploh izraža. PKCδ smo iz topne frakcije lizata
okuženih insektnih celic izolirali z dvema zaporednima stopnjama nikljeve afinitetne
kromatografije z vmesno prekonočno dializo, da smo iz vzorca odstranili imidazol. V
vzorcu je bilo po drugi nikljevi afinitetni kromatografiji še vedno precej nečistot, zato
smo protein želeli še dodatno očistiti z ionskoizmenjevalno kromatografijo. Čiščenje
ni bilo uspešno, saj se na kolono protein ni vezal. Slika 4.19 (a) prikazuje elucijski
diagram po prvi stopnji nikljeve afinitetne kromatografije, elucijski diagram po drugi
stopnji ni prikazan. Z NaDS-PAGE smo analizirali topno in netopno frakcijo lizata
okuženih insektnih celic, nevezano frakcijo, eluirane frakcije po prvi stopnji čiščenja z
nikljevo afinitetno kromatografijo in supernatant ter oborino po centrifugiranju vzorca po
prekonočni dializi proti pufru brez imidazola (slika 4.19 (b)). Analizirane eluirane frakcije
po drugi nikljevi afinitetni kromatografji so pikazane na sliki 4.19 (c). Elucijski diagram
in analiza frakcij po neuspešni ionskoizmenjevalni kromatografiji nista prikazana.
Slika 4.19: Poskusna ekspresija in izolacija celotne PKCδ iz lizata insektnih celic Sf9. (a) Elucijski
diagram citoplazemske frakcije celic Sf9 po prvi stopnji nikljeve afinitetne kromatografije. Frakcije,
ki smo jih analizirali z NaDS-PAGE in združili za nadaljnjo stopnjo čiščenja, so označene s sivim
pravokotnikom. (b) Elektroforezna analiza lizatov okuženih insektnih celic in frakcij, zbranih
pri prvi stopnji nikljeve afinitetne kromatografije, ter analiza proteinskega vzorca po dializi
proti pufru brez imidazola. S – topna frakcija celičnega lizata, O – netopna frakcija celičnega
lizata, N – nevezana frakcija, 2–4 – eluirane frakcije, Sd – supernatant po dializi za odstranitev
imidazola, Od – oborina po dializi za odstranitev imidazola. (c) Analiza eluiranih frakcij po drugi
afinitetni kromatografiji. 1–4 – eluirane frakcije. S puščicama so označene lise, ki ustrezajo velikosti
konstrukta PKCδ*.
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Protein smo nato izrazili v večjem merilu (600 mL) in ponovili postopka
izolacije z nikljevo afinitetno kromatografijo (tokrat samo z eno stopnjo) in čiščenja z
ionskoizmenjevalno kromatografijo. Elucijski diagram po nikljevi afinitetni kromatografiji
ter elektroforezna analiza lizata in frakcij sta prikazana na sliki 4.20.
Pri netopni frakciji celičnega lizata opazimo močnejšo liso pri velikosti, ki ustreza
PKCδ, kar pomeni, da je precejšen delež proteina v netopni obliki. Proteini v eluiranih
frakcijah 5 in 6, ki sta imeli najvišjo absorbanco pri 280 nm, so se oborili, zato smo vzorca
združili centrifugirali. Analiza oborine združenih frakcij 5 in 6 z NaDS-PAGE je pokazala,
da je v oborini večinoma naš protein. Supernatanta frakcij 5 in 6 smo združili s preostalimi
neoborjenimi eluiranimi frakcijami in proteinski vzorec dializirali čez noč proti pufru brez
imidazola, pri čemer se je precej proteinov – večinoma ponovno naš protein – oborilo;
vzorec je bil popolnoma moten. Vzorec smo centrifugirali in kljub velikim izgubam našega
proteina supernatant nanesli na ionskoizmenjevalno kolono.
Slika 4.20: Izolacija konstrukta PKCδ* iz topnega lizata insektnih celic Sf9 z nikljevo
afinitetno kromatografijo. (a) Elucijski diagram citoplazemske frakcije celic Sf9 po nikljevi
afinitetni kromatografiji. Frakcije, ki smo jih analizirali z NaDS-PAGE in združili za nadaljnjo
stopnjo čiščenja z ionskoizmenjevalno kromatografijo, so označene s sivim pravokotnikom. (b)
Elektroforezna analiza topne in netopne frakcije celičnega lizata, analiza eluiranih frakcij, zbranih
pri prvi stopnji nikljeve afinitetne kromatografije, ter analiza proteinskega vzorca po dializi proti
pufru brez imidazola. S – topna frakcija celičnega lizata, O – netopna frakcija celičnega lizata, N –
nevezana frakcija, 2–8 – eluirane frakcije, F – združene eluirane frakcije, 5+6 – oborina združenih
frakcij 5 in 6, Sd – supernatant po dializi proti pufru brez imidazola, Od – oborina po dializi proti
pufru brez imidazola. S puščicama so označene lise, ki ustrezajo velikosti konstrukta celotne PKCδ.
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Slika 4.21 prikazuje elucijski diagram po ionskoizmenjevalni kromatografiji in analizo
nevezanih ter eluiranih frakcij z NaDS-PAGE. PKCδ se je sicer vezala na kolono, vendar
so se na kolono vezale tudi nečistote, tako da proteina nismo uspeli očistiti.
Slika 4.21: Čiščenje celotne PKCδ z ionskoizmenjevalno kromatografijo. (a) Elucijski diagram
PKCδ po ionskoizmenjevalni kromatografiji. Frakcije, ki smo jih analizirali z NaDS-PAGE, so
označene s sivim pravokotnikom. (b) Elektroforezna analiza nevezanih (1–7) in eluiranih (12–17,
20, 21) frakcij po ionskoizmenjevalni kromatografiji. S puščico so označene lise, ki ustrezajo
velikosti celotne PKCδ.
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4.3 Identifikacija rekombinantnega proteina z masno
spektrometrijo
Kos gela z liso, ki po hitrosti elektroforeznega potovanja v gelu ustreza velikosti PKCδ
(puščica na sliki 4.20) smo predali v analizo na Institut “Jožef Stefan” z namenom
identifikacije proteina. Po razgradnji proteinskega vzorca v gelu s tripsinom so izvedli
tandemsko masno spektrometrijo, sklopljeno s tekočinsko kromatografijo. Analiza je
s 100-odstotno verjetnostjo potrdila, da gre za človeško PKCδ. Slika 4.22 prikazuje
aminokislinsko zaporedje našega proteina in označene peptide, ki so jih identificirali.
V vzorcu so identificirali še 22 drugih proteinov, večinoma so to bili endogeni proteini
insektnih celic, 3 identificirani proteini (keratin 1, keratin 10 in epidermalni citokeratin 2)
pa so bili človeški – verjetno je prišlo do kontaminacije tekom priprave vzorca.
Slika 4.22: Identificirani peptidi PKCδ po analizi vzorca z masno spektrometrijo. Z rumeno
so označeni identificirani peptidi, z zeleno so označeni aminokislinski ostanki, kjer so prisotne
modifikacije (večinoma oksidacije in acetilacije).
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5 Razprava
Namen magistrske naloge je bil pripraviti katalitične regije PKCδ ter celotno PKCδ in
jih podrobneje okarakterizirati. Tekom dela pa smo naleteli na veliko težav, ki so nam
preprečile, da bi v celoti dosegli cilje, ki smo si jih zadali na začetku.
Priprava rekombinantnih proteinov v bakterijskih celicah
Katalitične regije PKCδ smo najprej želeli izraziti v bakterijskih celicah E. coli. Katalitično
regijo izooblike θ, ki jo prav tako kot PKCδ uvrščamo v skupino novih PKC, so namreč
že uspešno izrazili v bakterijskih celicah ter določili njeno strukturo [77]. Bakterijske
celice so najpogosteje uporabljen sistem za izražanje rekombinantnih proteinov predvsem
zaradi enostavnosti gojenja in cenovno dostopnega gojišča. Velik problem, s katerim
se raziskovalci srečujejo pri izražanju heterolognih proteinov v bakterijskih celicah,
pa je agregacija teh proteinov v netopne celične precipitate, imenovane inkluzijska
telesca [1]. Ta so sestavljena iz agregatov nezvitih, delno zvitih in napačno zvitih proteinov.
Proteinov iz inkluzijskih telesc ne moremo direktno uporabiti za raziskave, ker so
biološko neaktivni, čeprav inkluzijska telesca predstavljajo obogaten vir tarčnih proteinov
z visoko čistostjo [90]. Zato se raziskovalci običajno odločijo za pridobivanje aktivnih
rekombinantnih proteinov iz inkluzijskih telesc z metodo ponovnega zvijanja.
Tudi v našem primeru je prišlo do tvorbe inkluzijskih telesc. Katalitične regije, ki smo
jih izražali v bakterijskih celicah, so bile po liziranju celic v večini primerov (konstrukti
49, 50, 51, 54 in 55) v netopni frakciji. Kljub spreminjanju in optimizaciji pogojev – nižja
temperatura izražanja, spremenjen gostiteljski sev in krajši čas inkubacije po dodatku
induktorja – so bili proteini še vedno v netopni obliki. Razlog za netopnost je najverjetneje
nepravilno zvitje ali nesfosforiliranost na kakšnih pomembnih mestih. S težavo netopnosti
katalitične regije, sicer izooblike iz skupine klasičnih PKC, so se srečali tudi Grodsky in
sodelavci [91].
Pri dveh konstruktih (52 in 53) je najverjetneje prišlo do cepitve katalitične regije na
dva dela, velika približno 24 kDa in 18 kDa, ki pa sta bila topna. Zato smo supernatant
bakterijskega lizata analizirali z nikljevo afinitetno kromatografijo. Na kolono se je vezal
manjši del, zato sklepamo, da gre za N-končni fragment, saj ima konstrukt na N-koncu
oznako His6.
Konstrukt 55 smo izrazili v večjem merilu in izolirali inkluzijska telesca, jih
denaturirali oziroma raztopili z 8 M sečnino in nato ponovno zvili. Pojavili sta se
dve glavni težavi. Precej proteina je kljub raztapljanju inkluzijskih telesc preko noči v
denaturantu ostalo netopnega ter večina se ga na nikljevo afinitetno kolono ni vezala.
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Raztapljanje bi morda lahko izboljšali z daljšim časom inkubacije ali pa z zamenjavo
denaturanta. Uporabili bi lahko npr. gvanidinijev hidroklorid, ki je učinkovitejši
denaturant kot sečnina [92]. Razloga za drugo težavo bi lahko bila proteolitična razgradnja
N-konca tekom lize celic in s tem odstranitev oznake His6 ali pa nedostopnost oznake
His6 v primeru, da je N-konec skrit v notranjost proteina. Zadnji razlog je sicer manj
verjeten, saj je bil s tem razlogom pred oznako His6 dodan linker, prav tako pa se protein ni
vezal na kolono v denaturiranem stanju, kjer bi morala biti oznaka zagotovo izpostavljena.
Podatki iz literature kažejo, da je PKCδ sicer edina PKC, ki se v bakterijskih celicah
izraža v aktivni obliki, saj njena aktivnost ni odvisna od fosforilacije na aktivacijski zanki,
ki jo katalizira PDK1 [64]. Vendar so v tem primeru izražali izražali celotno PKCδ. Ker nam
katalitične regije ni uspelo izolirati iz bakterijskih celic, bi bilo v prihodnjih eksperimentih
morda bolje v bakterijskih celicah poskusiti pripraviti celotno PKCδ.
Priprava vključkov DNA za izražanje v insektnih celicah
Za izražanje katalitičnih regij ter celotne PKCδ v insektnih celicah smo morali najprej
pripraviti ustrezne vključke za vstavitev v pFastBac1. Uspešno smo pipravili vključke
48–51, pri čemer smo za matrico uporabili vektor pET3d z vstavljenim zapisom za
posamezni protein. Ker se konstrukt 48 ni izražal, smo želeli pripraviti še vključek, ki
bi kodiral celotno PKCδ. Najprej smo izhajali iz klona cDNA. Prvi krog pomnoževanja je
uspešno potekel, drugi krog pa kljub spreminjanju pogojev ne. Drugi krog smo poskusili
optimizirati s spreminjanjem temperaturnega programa (različne temperature prileganja,
spreminjanje temperature prileganja tekom PCR (angl. touch-down in touch-up)), s
spreminjanjam časovnega poteka (daljše posamezne stopnje PCR), z dodatkom DMSO,
s spremembo pufra (pufer HF ali pufer GC) ter s spreminjanjem ustreznih začetnih
oligonukleotidov. Kljub temu je prišlo do neželenega nespecifičnega pomnoževanja.
Zanimivo je, da drugi krog pomnoževanja, pri katerem smo za preizkus uporabili enaka
začetna oligonukleotida kot v prvem krogu, prav tako ni potekel uspešno. Najverjetneje je
prišlo pri drugem krogu do nespecifičnega pomnoževanja zaradi previsoke koncentracije
matrične DNA. Količina dodane matrične DNA je bila v našem primeru namreč približno
5 ng matrične DNA/20 µl reakcijske mešanice, kar je že na zgornji meji – priporočljivo:
1 pg–10 ng matrične DNA/50 µl reakcijske mešanice [78]. Manj verjeten razlog za
nespecifično pomnoževanje bi lahko bil tudi ta, da je prišlo zaradi zaporedja na 5’-koncu,
ki smo ga pri prvem krogu PCR dodali z začetnim oligonukleotidom PKCd_1, do tvorbe
sekundarnih struktur na matrični DNA, ki so preprečevale želeno prileganje začetnih
oligonukleotidov oziroma onemogočale, da bi pomnoževanje normalno poteklo. Tako
nismo uspeli pripraviti celotne PKCδ za vstavljanje v pFastBac1 in nadaljnje izražanje
v insektnih celicah. Naročili pa smo optimiziran sintetični gen, ki je že vseboval vsa
potrebna dodatna zaporedja (linker GSS, cepitveno mesto za TEV, oznako His6, homologni
regiji na 5’- in 3’-koncih za vstavitev v pFastBac1). Tako smo uspešno pomnožili gen in
ga vstavili v pFastBac1. Iz gena smo uspešno pomnožili tudi različne dele zapisa za
katalitično regijo in jim v dveh krogih PCR dodali zapisa za linker GSS in oznako His6 na
N-koncu ter homologni regiji.
Na koncu magistrskega dela smo uspešno pripravili tudi fuzijske vključke celotne
PKCδ in katalitičnih regij s fluorescenčnim proteinom mCherry, ki bodo v nadaljnjih
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raziskavah omogočili spremljanje lokalizacije proteina in znotrajceličnega signaliziranja
in vivo in in vitro. Zapis za fluorescenčni protein smo vstavili med oznako His6 in
cepitveno mesto za TEV, kar omogoča, da fluorescenčni protein v primeru nadaljnje
analize aktivnosti ali določanja strukture odcepimo.
Priprava rekombinantnih proteinov v insektnih celicah
Katalitične regije in celotno PKCδ smo izražali v insektnih celicah Sf9 z uporabo
bakulovirusnega ekspresijskega sistema. Insektne celice so celice izbora za pripravo
večjih količin posttranslacijsko modificiranih proteinov. Ker v celicah Sf9 z imunološkimi
tehnikami niso zaznali endogenih izooblik PKC, so prav tako zelo primeren sistem za
pripravo čistih rekombinantnih protein kinaz C. [93].
Katalitične regije PKCδ nismo uspeli pridobiti iz insektnih celic v nobenem primeru
(konstrukt 48 – neoptimizirano zaporedje, konstrukt 55* – optimizirano zaporedje). Večina
proteina je bila v netopni frakciji, prav tako pa se protein ni vezal na nosilec za nikljevo
afinitetno kromatografijo, kot se je zgodilo v primeru bakterijskih celic. Domnevamo, da
je prišlo do razgradnje oznake His6.
Pri pripravi celotne PKCδ smo bili bolj uspešni. Z analizo z masno spektrometrijo
smo potrdili, da je izraženi protein zares človeška PKCδ. Velik del proteina je bil tudi v
tem primeru v netopni frakciji, s čimer so se soočali že ostali raziskovalci [94]. Protein
se je na nosilec za nikljevo afinitetno kromatografijo sicer dobro vezal, dobro pa so se
vezali tudi endogeni proteini insektnih celic, ki se jih nismo uspeli znebiti z drugo stopnjo
čiščenja z nikljevo afinitetno kromatografijo. Prav tako se nečistot nismo uspeli znebiti
s čiščenjem z ionskoizmenjevalno kromatografijo. Smiselna bi bila zamenjava oznake –
namesto oznake His6 bi lahko uporabili kot oznako glutation S-transferazo. To oznako za
čiščenje rekombinante PKCδ iz insektnih celic pogosto uporabljajo proizvajalci, pri katerih
je možno PKCδ tudi naročiti [95, 96]. Protein bi bilo smiselno očistiti tudi s kromatografijo
z ločevanjem po velikosti. Pri pripravi večje količine rekombinantnega proteina smo
se soočili še z eno težavo – protein se je v frakcijah z najvišjo koncentracijo proteina
oboril v elucijskem pufru za nikljevo afinitetno kromatografijo. Prav tako se je večina
proteina oborila tekom dialize, s čimer smo izgubili velike količine proteina. Najverjetneje
je razlog za obarjanje neustrezna sestava pufrov ali njihove vrednosti pH, zato bi bila v
nadaljevanju potrebna optimizacija pufrov za elucijo in dializo.
V nadaljevanju bi bilo najbolje najprej poskusiti pripraviti celotno PKCδ v bakterijskih
celicah ter optimizirati pripravo celotnega proteina v insektnih celicah. V primeru
priprave zadostnih količin čistega proteina bi nato nadaljevali z določevanjem aktivnosti
proteina ter s študijo interakcije z EpCAM oziroma s Trop2. Celotno PKCδ bi lahko cepili
s kaspazo in na tak način pridobili katalitično regijo, ki bi jo poskusili kristalizirati in z
rentgensko difrakcijo pridobiti informacije o njeni strukturi. V primeru katalitičnih regij bi
bilo smiselno uporabiti konstrukte s fluorescenčno oznako in nato spremljati lokalizacijo v
celicah s fluorescenčnim mikroskopom. Fluorescenčno oznako bi lahko prestavili tudi na
C-konec celotnega proteina PKCδ in spremljali morebitno cepitev proteina na regulatorno
in katalitično ter spremljali lokalizacijo slednje. Protein s fluorescenčno oznako bi lahko
izrazili tudi v sesalskih celicah in spremljali lokalizacijo proteina ali interakcijo s kakšnim




V okviru magistrske naloge nismo upeli pripraviti katalitičnih regij v bakterijskih celicah,
zato ne moremo potrditi hipoteze, da so bakterijske celice ustrezen sistem za pripravo
aktivne katalitične regije PKCδ.
Katalitičnih regij prav tako nismo uspeli pripraviti v insektnih celicah. Smo pa uspeli
pokazati, da se celotna PKCδ izraža v insektnih celicah, vendar je nismo uspeli očistiti.
Zato tudi nismo preverjali aktivnosti kinaze. Delno torej potrjujemo hipotezo, da so
insektne celice ustrezen sistem za pripravo celotne PKCδ.
Hipoteze, da Trop2 interagira s PKCδ in jo s citosolnim delom tudi inhibira, zaradi
zgoraj navedenih razlogov nismo preverili.
V okviru magistrske naloge smo uspešno pripravili še fuzijske vključke katalitičnih
regij in celotne PKCδ s fluorescenčnim proteinom, vstavljene v pFastBac1, za nadaljnje
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